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ABSTRACT: ISOLATION AND STRUCTURAI ELUCIDATION OF SECONDARY POLAR 
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The analysis of polar extracts of the starfish Cosmesten'as lwida Philippi (1858) led us to 
report the structures of two novel polyhydroxylated xylosides sulfated at C-4' of the xylosyl moiety 
and four new asterosaponins, two pentaglycosides, Cosmasterosides A and B, and two 
tetraglycosides, Cosmasterosides C and D, together with two known saponins, the major 
pentaglycoside Ophidianoside F, previously isolated from Ophidaster ophidianus, Linckia laevigata 
and Thmmidia catalai and small amounts of the tryglycoside Forbeside H, reported before from 
Asterias foribesi. 
Cosmasteroside A contains the same oligosaccharide chain as Ophidianoside F and the 
(20S)-5~-cholesta-9(11),24diene-3~,6a,20-triol3&-sulfated aglycone. Cosmasterosides B, C and D 
contain the known Thomasterol A aglycone and differ in the number and identity of the 
monosaccharide components of the carbohydrate chain. Cosmasteroside B contains a novel 
oliosaccharide chain which differs from the one of OphMianoside F in the replacement of the 
quinovose unit attached to the C-6 of the steroidal aglycone by glucose. The tetraglycosides 
Cosmasterosides C and D are structurally related to Ophidianoside F and Cosmasteroside B 
respectively, by the loss of the terminal fucose. 
The new steroid 5a-cholestane-3p,5,6B,i5a,26pentol26-sulfate has been isolated from 
the starfish Luidia ludw$i scotti Bell (1 91 7). This compound co-occurs with two known 
asterosaponins, Acanthaglycosides B and C, and two polyhydroxysteroids previously isolated from 
the startish Myxodrerma pla&acanfhum. 
One new and three known sulfated steroidal polyols have been isolated from the ophiuroid 
Ophioplocus januarii (Liitken, 1856).The four compounds possess h , l 1  pdihydroxy-3u,21- 
disulfoxy substituents and the A/B cis ring junction but dlffer in the side-chain. The new compound 
has been characterized as (22E)-5p-24-norcholest-22-en63a,h,1 1 p,21ttro 3,214isulfate. The 
four compounds were tested for their inhibitory effect on the replication of three RNA and one DNA 
vimses. All compounds showed no cytotoxic effects. 
We have also isolated from the antartic ophiuroid Ophionotus victoriae (Bell, 1902) a 
mixture of two new sulfated polyhydroxysteroids as well as two known compounds. 
From The tropical ophiuroid Ophiocome edllbrala (Lamarck, 1816) we isolated two 
polyhydroxilated sulfated steroids Sp-colest-3a,4a,l 1pt12p121-pentol 3,2ldisulfate and S p - ~ l e ~ t -  
3at4a,1 1 p,21-tetraol-3,21 disulfate, previously isolated from Ophbckma longicaudum and 
Ophiocoma dentata respectively, and a sulfated afltene. 
The ophiuroid Astrofoma egassizii (Lyman, 1875) contained three new steroidal sulfates 
accompanied by two known compounds, previously isolated from the ophiuroid Ophiosparte m s .  
The new compounds contain a terminal isopropmyl group in the side chain not previously reported 
in sulfated polyhydroxysteroids isolated from ophiwoids. 
PESUMEN: AlSl 4MIENTO Y ELUCIW~N ESTRUCTURAL DE METABOLITOS 
SECUNOARIOS POLARES PRESENTES EN EQUINODERMOS 
palabras clave: equinodermos, asteroideos, ofiuros, estrella de mar, saponinas esteroidales, 
esteroides polihidroxilados, Cosmasterias Iwklep OphioproCus jan~ari1~ Ophionotus victorhe, 
Astrutoma agassizii, Ophiocoma echinata, Encope ernargrhata 
A partir del extract0 polar de la estrella CosmaMas lwida (Philippi, 1858) se aislaron y 
caracterizaron dos glic6sidos esteroidales (Lurid6sidos A y B) y cuatro asterosaponinas 
(Cosmaster6sidos A, B, C, y D), todos ellos de est~ctura novedosa. Se aislaron tambidn el 
Pycnopodi6sido C, Ophidiancisido F y FoMskIo H reporlados con anterioridad en Pycnopodia 
helianthoides, Ophidiaster ophidianus y Ashias fixhsi, respectivamente. 
El Cosmaster6sido A contiene la misrna cadena de oligosacslrido que el Ophidian6sido F 
con la aglicona (20S)-Sa-colesta-9(11),24-dieno-3$,6a,20-triol3$-sulfato. Los Cosmaster6sidos 
B, C y D contienen Thomasterol A wmo aglicona y difieren en el ntimero e identidad de 10s 
monosadridos de la cadena de azlicares. El Cosmaster6sido B wntiene una cadena de 
oligosadridos novedosa que difiere de la del Ophidianbsido F en el reemplazo de la unidad de 
quinovosa unida a C 6  de la aglicona por gluwsa. Los tetrasadridos Cosmaster6sidos C y D 
estdn relacionados con el Cosmaster6sido B y el Ophidiandsido F respectivamente por la 
Mrdida de la fuwsa terminal. 
Del asteroideo LuEdia scoifi Bell (1917) se aislaron dos asterosaponinas, 10s 
Acanthaglic6sidos B y C aislados previamente de la estrella Acanfhaster planci y tres esteroides 
polihidroxilados. Dos de ellos, 5a-colesta-3$,5,6$,15a, 16$,26-hexaol y Sa-wlesta- 
3$,5,6$,15a,26-pentol ISsulfato, fueron previamente aislados de las estrellas Myxodema 
phtymanthum y Luidia maculata respectivamente y 5a-colesta-3$,5,6p,15a,26pentol26-sulfato 
result6 novedoso. 
La presencia de una funcidn hidroxilo en C-28 es comirn en esteroides polihidroxilados aislados 
de estrellas. Sin embargo, un grupo sulfato en esa posici6n es muy poco usual. 
Los cuatro esteroides polares aislados de OphbproCus januadi (Liitken 1856) 
presentan gnrpos sulfato en C-3a y C-21,los anillos AIB fusionados en cis, y grupos hidroxilos 
en 10s carbonos C 4 a  y C-11$. El esteroide 24norcolest-(22E)-5B-22-en-3a,4~,11 8,21 -tetra01 
3,214isulfato result6 novedoso. Los otros tres esteroides fueron aislados previamente de 10s 
ofiuros Ophiocoma dentata, Ophiarthmm ehgam y Ophimhna lncmssata. 
Se estudi6 la antividad antiviral de 10s compuestos aislados de OphioproCus januarii 
contra cuatro virus pat6genos en humanos: virus del Herpes simplex tipo 1 (HSV-I), virus Junin 
(JV), virus sincitial respiratorio (RSV) y virus del polio (PV). 
A partir del ofiuro antirtico Ophiomtm Wac (Bell, 1902) se aislaron cuatro 
esteroides sulfatados, resultando dos de ellos nwedogos. 
El estudio del ofiuro Ophiocoma echhata (Lamarck, 1816) permiti6 aislar dos esteroides 
polihidroxilados sulfatados 5~-colest-3~,4a,l lp,12$,21-pentoC3,21disulfato y 5j3-wlest- 
3a,4a,11$,21-tetraol-3,21disulfato aislados previamente de Ophiodma longicaudum y 
Ophiocoma dentate respectiiamente y un alqueno sulfatado de estrudura novedosa. 
El extrado polar del ofiuro antirtico A$frofoma agassizii (Lyman, 1875) permitid aislar 5 
esteroides polihidroxilados sulfatados. La presencia del gmpo sulfato en C-2 es una 
caraderistica poco cornin en 10s esteroides potares aislados de ofiuros. Ademis, 10s 
compuestos novedosos presentan un grupo isoprenilo en la cadena lateral y constituyen 10s 
primeros ejemplos de esta cadena en ofiuros. Los dos compuestos conocidos fueron aislados 
previamente del ofiuro antirtico Ophiosparte @gas. 
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In troduccion 
Los productos naturales marinos, metabolitos secundarios producidos por 
organismos que viven en el mar, han recibido creciente atencidn de quimicos y 
farmacblogos durante las ultimas dos decadas. Los organismos marinos constituyen 
una fuente de nuevas mol4culas organicas asi como de puntos de partida para el 
desarrollo de nuevos anhlogos y estrategias sinteticas. 
En la decada comprendida entre 1977 y 1987 fueron infomados 
aproximadamente 2500 metabolitos nuevos de una gran variedad de organismos 
marinos, desde microbios procariontes hasta peces vertebrados. Un analisis de filiacidn 
de estos compuestos (fig. 1) muestra que en su mayoria (94%), pertenecen a cuatro 
grupos: macroalgas, celenterados, equinodennos y esponjas. Esto refleja, en parte, la 
abundancia y facilidad de recoleccidn de estos organismos. 
Desde 1987 hasta el presente, 10s mismos cuatro grupos siguen dominantes 
(88%) per0 sus porcentajes relativos se han modificado. La contribucidn de las 
macroalgas decrecid, mientras que las de las esponjas y 10s equinodennos han 
crecido. El aumento en el interes por las esponjas se explica, en parte debido a que 
estos organismos muestran mayor diversidad biosintetica que cualquier otro grupo de 
invertebrados marinos. Por otra parte, si bien el porcentaje correspondiente a ascidias 
y microbios continua siendo modesto, hay un creciente interes en estos grupos. 
Es importante remarcar que el n6mero de compuestos inforrnados anualmente 
se incrementa constantemente (251 7 compuestos novedosos en el periodo '77 a '87 
frente a 3585 en 10s cinco arSos posteriores, '88 a1193), indicando que 10s organismos 
rnarinos continuaran siendo una fuente de nuevas drogas y seguramente haran 
grandes contribuciones al desarrollo de fdrrnacos en la pr&xima dhada. 
Fig. 1 - Metabolites secundalios aislados de invertebrados 
marinos. Los ndmeros indican la cantidad de campuestos 
novedosos informados en cada periodo. 
PHYLUM EWNODERMA TA 
El phylum Echinodermata comprende 6000 especies vivientes distribuidas en 
todos 10s odanos desde 10s trbpicos hasta la AntQrtida. Se divide en 5 clases: 
Crinoidea, (lirios de mar); Holothumidea, (pepinos de mar u holoturias); Echinoidea, 
(erizos de mar y dblares de arena); A s t e W 8 ,  (estrellas de mar) y Ophiumidea, 
(M~uros) (fig. 2). 
El phylum Echinodennata es uno de 10s mejor caracterizados y mQs curiosos del 
reino animal. Los equinodermos son fhcilmente reconocidos por su pronunciada 
simetria radial, con casi siempre cinco brazos (o algljn mljltiplo de cinco) alrededor de 
un disco central y carentes de una parte anterior o posterior definida. Los 
equinodermos se diferencian de otros phylum radiales (Cnidaria y Ctenophora) por su 
mayor grado de organizacibn. Son animales de tamaAo considerable, no microsc6picos 
y su superficie en general no es suave sin0 cubierta de proyecciones calcdreas (del 
griego echino espinoso, denna piel). Los equinodermos son celomados no coloniales 
con parte del celoma (denominado hidrocele) convertido en un sistema de vasos que 
contienen agua, del que parten ramas tentaculares (pies ambulacrales). El hidrocele es 
un sistema orgdnico polivalente capaz de solucionar las necesidades respiratorias, 
locomotoras, nutritivas y de percepcibn sensorial. Los equinoderrnos son animales 
exclusivamente marinos y estQn entre 10s elementos mQs abundantes de la fauna del 
fondo marino. 
Los pepinos y estrellas de mar contienen saponinas. 6stas son molh las 
complejas, solubles en agua, compuestas de una cadena de hidratos de carbon0 unida 
a una aglicona esteroidal (estrellas de mar) o triterpenoidal (pepinos de mar) (fig. 3). 
Las saponinas han sido aisladas de un gran ntjmem de plantas terrestres', per0 en el 
Fig. 2 - Arbol filogenetico 
reino animal son poco comunes. Se encuentran en pepinos y estrellas de ma?. aunque 
se han aislado rara vez saponinas de coralw blandos (a~cionarias)~. gorgoniasM . 
esponjas "" y peces actuando en este caso como un potente repulsor de tiburones". 
Fig. 3 - Holotoxina A aislada del pepino de mar  tich hop us japonicus13 
En cuanto a la relacidn filogendtica entre las distintas clases de equinoderrnos 
existen dos teorlas. Segun ~yman '~ ,  estrellas y pepinos estdn relacionados en virtud 
de similitudes en sus tipos de larvas. Lo mismo vale para erizos y ofiuros. Por otro lado, 
Fell y ~awson '~  basdndose en el estudio de fdsiles de equinodermos concluyen que 
estrellas y ofiuros son mas "cercanos" de igual manera que pepinos y erizos. 
Las evidencias qulmicas estan a favor de la primera teorla. La presencia de 
saponinas tanto en holoturias como en asteroideos sugiere la posibilidad que 10s 
pepinos de mar y las estrellas est6n relacionados filogeneticamente. En estrellas y 
pepinos predominan esteroles A' probablemente por la presencia de saponinas 
hemollticas, mientras que las otras tres clases de equinodermos contienen esteroles A'. 
La hemdlisis es debida a la abstraccidn de colesterol de membrana por las saponinas. 
Las saponinas muestran mucha menor afinidad por esteroles A' y en consecuencia 
estrellas y pepinos serian inmunes a sus propias saponinas. Parece razonable pensar 
qua la presencia de esteroles A' en estos organismos resulta de una adaptacidn a sus 
propias citotoxinas. Ademas en erizos y ofiuros se han encontrado pigmentos 
naftoquindnicos, mientras que la coloracidn de estrellas y pepinos es 
fundamentalmente debida a carotenoides. Sin embargo, y a favor de la segunda teoria 
resulta la presencia de metabolitos secundarios esteroidales tanto en estrellas como en 
ofiuros mientras que 10s aislados de pepinos de mar son triterpenoidales. 
Los ofiuros han recibido poca atencidn de 10s quimicos en comparacidn con 
otros equinodermos. A partir de extractos de ofiuros se han aislado esteroides 
sulfatados polihidroxilados y sdlo en un caso16 dos esteroides polihidroxilados 
glicosidados. 
Los crinoideos y equinoideos no contienen esteroides sulfatados ni glicdsidos 
esteroidales. Sin embargo se han aislado de estos organismos pigmentos quindnicos17 
(fig. 4). Estos pigmentos son conocidos en microorganismos y plantas per0 en el reino 
animal sdlo se 10s ha encontrado en insectos y equinodermos. Estos pigmentos 
quindnicos ya eran biosintetizados hace algunos millones de aAos dado que fueron 
encontrados en un crinoideo del jurhsico (~~iocrinus)". 
R1 =RZ=CHZEt 
Rl=CHZEt, R2=CH(OH)Et 
R1 =RZ=CH(OH)Et 
Fig. 4 - Biantronas del crinoideo australiano Lamprometra palmata gyges. 
Recientemente se aislaron fucanos sulfatados de pepinos y erizos de mar". 
Los fucanos sulfatados aislados de algas pardas poseen una estructura con 
preponderancia de uniones en posicidn 3 y sulfatacidn en posicidn 0-4 aunque carecen 
de una estructura repetitiva regular. 
Los fucanos sulfatados aislados de equinoderrm~'~ (pepinos de mar y erizos) 
tienen corm unidad repetitiva un tetrasadrido compuesto por unidades de 1 +3-a-L- 
fucopiranosa sustituida por grupos sulfato en posiciones 2 y 4. Por ejemplo, el fucano 
aislado del erizo Lytechinus variegatus (fig. 5) tiene una estructura [3*-L-Fucp- 
Z(0SOi)-1 +~-u-L-Fuc~-~(OSO~)-I +3cc-L-F~~p-2,4(0SOi)-I +~-cx-L-FucP-~(OSO~)- 
1 In 
Fig. 5 - Fucano sumfatado aislado de Lytechinus variegatus 
mientras que otro fucano aislado del pepino de mar Ludwigothuree grisea (fig. 6) tiene 
una estructura [3a-L-Fucp-2,4(0SO~)-l j3-a-L-Fucp-I +3a-L-Fucp-2(OSO;)-I +3a- 
L-FUCP-~(OSO~)-I],. 
Fig. 6 - Fucano suffatado de Ludwigothurea grisea 
OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO 
Muchos metabolitos secundarios aislados de organismos marinos han mostrado 
ser estructuralmente novedosos y poseer un gran espectro de actividades biologicas. 
Los trabajos realizados hasta el presente en nuestro pais se relacionan con el estudio 
de polisacaridos, carotenoides, esteroles libres y terpenos de algasM, esteroles de 
moluscos marinos2' y recientemente trabajos con esponjas y ascidias del Mar 
Argentino. 
Respecto del phylum Echinodermata es sabido que estos organismos poseen 
interesantes metabolitos secundarios polares. Cerca de 250 esteroides, incluyendo 
glicosidos esteroidales y esteroides polihidroxilados fueron aislados de 50 especies 
diferentes de estrellas, que pertenecen a tres 6rdenes principales de la clase 
Asteroidea: Paxillosida, ValvAtida y Forcipulata. De todas ellas, solo Cosmasterias 
lurida (orden Forcipulata) y Luidia ludwigi (orden Paxill6sida) estudiadas en este trabajo 
pertenecen al Atlhntico Sur. 
Dado que no existian estudios previos a este trabajo de 10s componentes 
esteroidales polares de ningun equinoderrno del Atlantic0 Sur, se decidio comenzar a 
trabajar en el aislamiento y la elucidaci6n estructural de metabolitos secundarios de 
organismos pertenecientes a tres clases del phylum Echinodermata. En ese sentido se 
realizd el estudio quimico de 10s asteroideos Cosmasterias lurida (Philippi, 1858) y 
Luidia ludwigi scotti Bell ( 1  91 7), 10s ofiuros Ophioplocus januarii (Lutken, 1 856), 
Ophionotus victoriae (Bell, 1902), Astrotoma agassizii (Lyman, 1875), y el equinoideo 
Encope emarginata (Leske, 1 778). 
Se estudio ademas el ofiuro tropical Ophiocoma echinata (Lamarck, 181 6). 
1- PHYLUM ECHINODERMATA - CLASE ASTEROIDEA 
a) glicbsidos esteroidales 
Las propiedades tdxicas de las estrellas de mar se conocen desde hace muchos 
afIosn. En 1960 Hashimoto y ~ a s u m o t o ~ ~  demostraron que su toxicidad estd asociada 
con compuestos similares a las saponinas de plantas. Extrajeron la estrella Asterina 
pectinifera por un metodo desarrollado para saponinas de plantas y el extracto, una 
mezcla de saponinas, result6 ser ictiotdxico y hemolitico. Hay informes de toxicidad 
contra an6lidos, moluscos, artrdpodos y vertebrados 2,22,24,25 . Es probable que las 
saponinas actden como agentes quimicos de defensa repeliendo hongos, protistas, 
parasites y predadores. La respuesta de "escape" de anemonas, erizos y 
especialmente de algunas especies de moluscos en presencia de estrellas es un 
fendmeno fascinante y conocido. Mackie y col. probaron que la respuesta de escape 
observada en el molusco Buccinum undatum es producida por saponinas. 
Una aproximacidn a la funcidn de las saponinas en asteroideos podria lograrse 
examinando las concentraciones de asterosaponinas en distintos tejidos y las 
fluctuaciones de su concentracidn durante un ciclo metabdlico anual. 
Yasumoto et informan que la concentracidn de saponinas en Asterias 
amurensis es baja en invierno per0 se incrementa rapidamente en junio (verano) con un 
Mximo en el mes de julio. El desove ocurre en esa especie en el period0 de menor 
concentracidn de saponinas. Sin embargo en Asterias vulgad8 el contenido de 
saponinas se incrementa durante el invierno y decrece en primavera por lo que las 
asterosaponinas parecen jugar distintas funciones en cada una de estas estrellas. 
lkegami et a/. 29 identificaron como una saponina al compuesto inhibidor del 
desove en 10s ovarios de Asterias amurensis. Mas recientemente Fujimoto et slam 
identificaron a tres saponinas llamadas Co-C-'7 I, II y Ill aisladas de la gelatina de 
huevos de Asterias amurensis como cofactores de la reaccidn acrosomal. Extractos de 
estrellas que contienen mezclas de saponinas muestran variadas actividades 
farmacoldgicas: actividad hemo~itica'~~~, citotoxicidad contra c6lulas tumorales in 
vitm31 ,32.3j , actividad antiviral", actividad antiinflamatoria, analgesics e hipotensiva". 
Exbactos de saponinas de estrellas inhiben el desarrollo de huevos de erizosJ8, 
provocando una interrupcidn de la multiplicaci6n celular, citolisis y animalizacidn de la 
larva. Estos efectos son atribuidos a una perturbacidn en la biosintesis de proteinas, 
ADN y ARN. Un trabajo reciente sobre el efecto de 16 saponinas de estrellas en la 
fertilizacidn de huevos de erizos muestra que todos 10s compuestos inhiben 10s 
embriones en su desarrollo. Ademtis las saponinas con cadena lateral tip0 ergostano 
resultaron m8s activas que aqu4llas sin grupo metilo en C-24, y 10s pentaglicdsidos 
M s  activos que 10s hexaglic6sidos3'. Otro trabajo sobre la actividad bioldgica de 
saponinas y esteroides polihidroxilados de estrellas confirma la evidencia de 
citotoxicidad e inhibicidn de bacterias Gram positivas aunque se informa sdlo moderada 
actividad antiviral y ausencia de inhibici6n de bacterias Gram negativasa. Dubois et 
a/.% establecieron para las asterosaponinas denominadas Pectinidsidos A, C, y E 
actividad antitumoral frente a celulas L1210 y KB. (ICSO 10,0, 11,O y 8,8 pglml y 10,0, 
10,8 y 1 1,5 pglml respectivamente). 
De acuerdo con su estructura qulmica los glicdsidos esteroidales aislados de 
estrellas de mar se subdividen en cuatro grupos: 
1- Asterosaponinas 
2- glidsidos ciclicos 
3- glicbsidos de esteroides polihidroxilados 
3- glidsidos de esteroides fosfatados. 
1- Las Asterosaponinas representan el grupo m8s numeroso de glidsidos 
esteroidales aislados de estrellas. Todas las asterosaponinas aisladas hasta el 
momento presentan algunas caracteristicas comunes. Esto es, una aglicona esteroidal 
dsc") dioxigenada (3P,6a), a menudo una funcibn oxigenada en la cadena lateral (C- 
23), un grupo sulfato en C-3 y una cadena de oligosac4rido constituida por 3 a 6 
azucares unida a C-6 (fig. 7). Respecto de la porcibn glicosidica, 10s monosacdridos 
est8n en su forrna piranbsica con una configuracibn anomerica j3 (except0 arabinosa 
donde es a). Se repite ademds, una secuencia de uniones interglicosidicas: la 
ramificacibn est4 siempre localizada en el segundo monosac4rido (xilosa o quinovosa) 
a partir de la aglicona y una quinovosa terminal est4 siempre unida al C-2 del azucar 
ramificado. Los azljcares m8s comunes son: D-fucosa, Dquinovosa, D-xilosa, D- 
galactosa y D-glucosa. Otro azljcar menos comrjn es la L-arabinosa. Esta fue 
encontrada en saponinas aisladas de Linkia laevigata"' Henrida laev ius~a~ ' ,  Asterina 
pe~tin\&rn~~ y Patina miniatau. 
Fig. 7 - Marthaster6sido A,, asterosaponina aislada de Marthastenas g1aci.ls161 
Las asterosaponinas se encuentran usualmente como una mezcla muy compleja 
de mol6culas semejantes, acompafiadas de otros compuestos polares como esteroides 
polihidroxilados libres o glicosidados con una o dos unidades de hidrato de carbono. 
Un ejemplo de la complejidad de la mezcla de constituyentes polares lo proporciona la 
estrella Coscinasferias tenuispina4, de la cual se aislaron 1 9 com puestos: 1 0 
asterosaponinas, 6 glicdsidos de esteroides polihidroxilados y 3 esteroides 
polihidroxilados; o la estrella Culcita novaeguineak de la que se aislaron 11 glic6sidos 
de esteroides polihidroxilados y 5 esteroides polihidroxilados libres. Es importante 
notar, sin embargo, que en este Oltirno caso se obtuvieron pequeAas cantidades de 10s 
compuestos puros, desde 2,O a 9,2 mg a partir de 3,8 kg de estrellas. Dada la 
complejidad de las mezclas de compuestos polares de estrellas, el aislamiento de 
siponinas puras, asi como de otros esteroides polares se logra mediante una 
combinacibn de t6cnicas cromatogrdficas. 
Las asterosaponinas est4n present- en la mayoria de las especies de 
asteroideos estudiadas. Las linicas excepciones son dos especies del g6nero 
Echinaster que contienen glic6sidos esteroidales ciclicos y la estrella Euretaster 
insignis en la que tampoco se han encontrado saponinas aunque si un grupo de 3,21- 
dihidroxiesteroides disulfatados ademhs de 10s m4s usuales 3$-hidroxiesteroles 
sulfatados". En contraste con la preponderancia de esteroles A' en estrellas, en 
Euretaster insignis se encontrb un muy bajo porcentaje de colest-7-en-3$-ol (3% de la 
mezcla total de esteroles) y grandes cantidades de Sa-esteroles, probablemente una 
consecuencia de la ausencia de asterosaponinas en esa especie. Dado que las 
saponinas son mol6culas fr4giles que aparecen como mezclas complejas, a menudo 
dificiles de separar en sus compuestos individuales, en 10s primeros trabajos se 
estudiaron las agliconas obtenidas por hidr6lisis hcida (HCI 2N) de las mezclas crudas 
de saponinas. Esta metodologia dio origen a algunos "artefactosn. Asi, asterona (3$,6a- 
dihidroxi-5a-pregn-9(1 I )-en-20-ona) (fig. 8) 
Fig. 8 - Asterona obtenida por hidr6lisis dcida de asterosaponinas 
un artefact0 obtenido por reaccidn retro-ald6lica a partir del Thomasterol A (3P16a- 
dihidroxi-!kx-colest-9(11 )-en-23-ona) es el esteroide m8s abundante aislado por 
48.49 17(20) A20(22) hidrdlisis acida de asterosaponinas4'. Tambi6n figuran en literatura A Y 
A'"'" -1 7-metil-18-nor-esteroides, claros artefactos generados en la hidrdlisis. 
La primera estructura completa de una asterosaponina se inform6 en la literatura 
en 1978. Se trata del Thornaster6sido A (fig. 9): la principal saponina de la estrella 
a chant aster planclW. El Thornasterosido A fue luego encontrado en 1 5 especies de 10s 
3 ordenes de Asteroideos. La segunda saponina fue el Glidsido 82, aislado por 
primera vez de Asterias amurensis. Este difiere del Thornasterosido A solo en la fucosa 
terminal que es reemplazada por quinovosa5'. Poco despues un trabajo del g ~ p o  de
lkegamia describe la estructura de la Ovarian Asterosaponin-I (OA-I ) tambien aislada 
de Asterias amurensis. Luego de la elucidacidn estructural del Thornasterosido A, el 
Glidsido 82 y la asterosaponina OA-I aparecieron en literatura desde 1983 una serie 
de trabajos que describen las estructuras de unas 50 asterosaponinas. 
t Qui 
t Qui 
R= Ovarian Asterosaponin I 
P2 Qui 
Fig. 9 - Primeras estructuras completas de asterosaponinas 
2- Los glicdsidos clclicos sdlo fueron aislados de dos especies del genero 
Echinaster (fig. 10) (Echinaster sepos i tu~  "y Echinaster luzonicus~). No contienen 
sulfato y la carga es provista por un grupo glucurdnico en la cadena de 
azOcares.Tienen una aglicona A'-3p.6~ dioxigenada. y lo mas remarcable es que el 
trisadrido esta ciclado entre C-3 y C-6 de la aglicona esteroidal. El significado 
taxon6mico de estos compuestos es cuestionado ya que en Echinaster brasjljensis 
colectada en la isla Gran Bahama (Mar Caribe), 10s esteroides ciclicos estdn ausentes 
y se aislaron en cambio asterosaponinas como el Marthasterdsido A1 (fig. 7). 
Fig. 10 - Sepositbsido A, glicbsido clclico aislado de ~chinasfer seposifusa 
3- Los g licdsidos de esteroides polihidroxilados presentan amplias variaciones 
estructurales. Muchas veces se 10s encuentra s61o en pequefias cantidades y como 
rnezclas complejas. Estdn compuestos de una aglicona esteroidal polihidroxilada 
glicosidada en general con una o dos unidades de monosacdrido unidos al C-3 d al 
C-24 de la aglicona esteroidal. Existen ejemplos de triglicdsidos aislados de la estrella 
F M a  r n o n i ~ i s . ~ ~ ~  Los monosadridos m8s encontrados son D-xilopiranosa, a veces 
metilada en posicidn 2,4 d ambas y L-arabinosa en su forma furanbsica. Existen 
ejernplos de galactofurandsidos,"'" xilofurandsidos y fucofurandsidoss. 
Muchas veces contienen un grupo sulfato en posicidn 3P, 6a, I%, o en el azllcar. 
4.1 Los glicdsidos esteroidales fosfatados fueron recientemente aislados de la 
estrella Tremaster novaecaledoniaeM coledada a 530 m de profundidad Germ de 
Nueva Caledonia. Estos tres esteroides polihidroxilados presentan un grupo fosfato al 
cual se une el azllcar y constituyen el primer informe de esteroides fosfatados. (fig. 11) 
Tremasterol A R = R'P H 
B R = Re= Ac. 
C R = H, Re= Ac. 
Fig. 11 -Tremasterol A-C. Onicos ejemplos de esteroides fostatados, 
aislados de la estrella Tremaster novaecaledoniae. 
b) esteroides polihidroxilados 
Ademas de glicdsidos esteroidales, se han aislado de estrellas esteroides 
polihidroxilados no glicosidados, en algunos casos sulfatados, 10s cuales 
pueden contener hasta 9 grupos hidroxilo en sus mol6culas. De todos 10s compuestos 
naturales conocidos solamente algunas ecdisonas" (hormonas que provocan la muda 
en insectos) pueden compararse con 10s esteroides polihidroxilados de estrellas 
respecto al numero de grupos hidroxilo. Estos cornpuestos estdn presentes en 
asteroideos en bajas concentraciones del orden de 0,001 a 0,0001 % del peso hlimedo 
del organismo. 
Introduccidn 
En 10s esteroides polihidroxilados de estrellas es comljn encontrar la estructura 
colesta-3$,6a(d $),8,15u(d P), 16P-pentol. Un primer subgrupo posee un hidroxilo en C- 
26 usualmente con configuracidn 25s. En otro subgrupo la cadena lateral se encuentra 
hidroxilada en C-24 con configuracidn 24s. Es posible encontrar hidroxilos adicionales 
en las posiciones 4P,5a,7a (d $) y I&, en general dispuestos hacia un lado del nucleo 
esteroidal. Esto otorga a las mol6culas un cardcter anfifllico, con una regidn hidrofllica 
y otra hidrofdbica. Pueden encontrarse en la forrna sulfatada y en ese caso el grupo 
sulfato se localiza en las posiciones 3P,6a,15a d 24. 
c) cerebrbsidos y lactdsidos 
Todos 10s esfingollpidos contienen 3 componentes bBsicos: una molecula de 
Bcido graso, una molecula de esfingosina o uno de sus derivados y una cabeza polar. 
La base esfingosina se encuentra conectada por su grupo amino mediante un enlace 
amida a un Bcido graso saturado de cadena larga o a uno monoinsaturado de 18 a 26 
Btornos de carbono. El compuesto resultante con dos colas no polares (ceramida) es la 
estructura bBsica de todos 10s esfingollpidos. 
Se han aislado de asteroideos glicoesfingollpid~s~~~ compuestw (fig. 12) por 
una cadena de dcido graso y una o dos unidades de hexosa como grupos polares, 
unidas rnediante un enlace P-glicosldico al carbono 1 de la base segljn se trate de 
cerebrbidos o lactdsidos, respectivarnente. Los mas comunes incluyen como base una 
unidad de esfingosina, 4,8-esfingodieno d 4-hidroxiesfingosina. 
Introduccidn 
Fig. 12 - Asteriacerebrbsido D, aisMo de Asteds arnurensise6 
d) Glucoesfingolipidos dcidos o ganglidsidos 
Contienen como grupos de cabeza polar polisadridos que incluyen una o mas 
unidades de N-acil derivados del dcido N-acetil neuramlnico (NANA) que reciben el 
nombre generic0 de Bcidos sialicos (fig. 13). Casi todos 10s ganglibsidos conocidos 
poseen un resto de glucosa unido a una ceramida mediante enlace glucosidico, se 
encuentran tambien restos de D-galactosa y de N-acetil-D-galactosamina. 
Ara 
-- - 
NANA 
Glc 
Gal-2 Gal-1 
Fig. 13 - Ganglibsido LG-1 aislado de Astmpecten 1atespinosusw 
e) alcaloides guanidlnicos 
En un trabajo muy reciente Palagiano y c01 .~  informan el aislamiento de 4 
alcaloides guanidinicos, dos de ellos novedosos (Fromiamycalina y Celeromycalina) 
(fig. 14) de las estrellas Fromia monilis y Ceierina heffernani. Los dos primeros fueron 
aislados previamente de las esponjas Pfiloc~ulis spiculifer y Crambe crambe 
respectivamente. Estos compuestos con potente actividad antiviral, citott5xicos y 
antifrjngicos contituyen una nueva familia de guanidinas pentaciclicas sustituidas por 
un a-hidroxiacido unido a una unidad de hidroxiespermidina. 
Fig.14 - Fromiamycalina - Alcaloide guanidinico aislado de 10s asteroideos 
Fmmia monilis y Celedna heffemani 
f) carotenoproteinas 
La coloracidn de las estrellas es debida a la presencia de carotenoprotelnas. Se 
70,71 han aislado carotenoprotelnas azules, plSrpuras y naranjas de Astenas rubens , 
a chin aster sepositus7* y Linckia ~ a e v i g a t a ~  (fig. 15). En asteroideos es comun 
encontrar distintos carotenoides unidos a las proteinas. Asi la carotenoproteina plirpura 
asteriarubina de Asterias rubens contiene 7,8,7',8'-tetradehidroastaxantina (43%)' 7,8- 
didehidroastaxantina (24%), astaxantina (14%), 4-0x0-mytiloxantina (1 0%) y 
canthaxanthina (3%). En este sentido las carotenoproteinas aisladas de equinodermos 
difieren de las carotenoproteinas de crustaceos compuestas de un sdlo carotenoide: 
astaxanthina. Estos complejos caroteno-proteinas podrian servir o bien de alarma y 
desaliento a posibles predadores o bien de mimetismo con el medio. 
Fig. 15 - Carotenoides presentes en Linckia laevigata: Astaxantina, Zeaxantina y 
Hidroxiclatriaxantina. 
h) esteroles 
El progreso en el area de 10s esteroles marinos fue muy importante en 10s 
ultimos aiios. Cerca de 200 esteroles monohidroxilados fueron aislados de organismos 
rnarinos, muchos de ellos sin contraparte en el ambit0 terrestre. Los esteroles son 
compuestos presentes en todos 10s eucarbtes, per0 la naturaleza de 10s esteroles de 
un organismo en particular presenta variaciones considerables. Las mezclas de 
esteroles son a menudo complejas y contienen estructuras no convencionales en 10s 
eucariontes menos avanzados. Los organisrnos procariontes carecen en general de 
esteroles pero contienen a menudo alcoholes politerp6nicos que podrlan cumplir 
funciones metabdlicas equivalentes. La evolucidn de 10s esteroles estA relacionada con 
el progreso de las formas procaridticas hacia las eucaridticas. El rol basic0 de 10s 
esteroles es el mantenimiento de la fluidez de la membrana plasmatica, si bien tambien 
estos compuestos son 10s precursores de diversas clases de compuestos 
bioldgicamente activos como por ejemplo 10s esteroides poli hidroxilados de estrellas. 
Goad y col." sugirieron que existen 4 posibles fuentes de esteroles en 
invertebrados marinos: a- bioslntesis de novo; b- asimilacidn por el huesped de 10s 
esteroles producidos por un alga, una bacteria u hongo simbidtico; c- asimilacidn de 
esteroles dietarios y d- modificacidn de esteroles dietarios. Cada organismo establece 
el balance entre las distintas fuentes. 
El extraordinario numero de esteroides que poseen diferentes funciones 
biol6gicas derivados de estos precursores comunes indica que 10s esteroles son 
excelentes materiales de partida para la biosintesis de compuestos bioldgicamente 
activos. 
La diversidad estructural de esteroles marinos, muy superior a la encontrada en 
el Bmbito terrestre sugiere la pregunta. ~ c u 4 l  es el significado de estas estructuras 
inusuales? y ipor que 10s organismos macinos constituyen una fuente tan importante 
de esteroles poco comunes comparada am los terrestres?. Es posible que la 
diversidad de una familia de metabolitos seamdarios no sea el reflejo de diferentes 
requerimientos fisiologicos sin0 de distintos caminos biosinteticos relacionados con la 
adaptaci6n a las cambiantes condiciones existentes en 10s oc6anos. 
Durante muchos aAos el esqueleto de 27 a 29 carbonos fue una constante y las 
variaciones ocurrieron solo en el C-24 de la W e n a  lateral. Luego de la caracterizacion 
del primer esterol de 26 carbonos aislado por primera vez del molusco Placopecten 
magallanic~s~~ y luego de muchos invertebrados marinos y del fitoplancton, comienzan 
a aparecer en literatura muchos esteroles "no convencionalesn, con cadenas laterales 
modiiicadas por perdida o adici6n aparente de algunos htomos de carbon0 en 
posiciones biogeneticamente sin precedent-, asl como esteroles con anillos 
inusuales. 
En el phylum Echinodermata las mezclas de esteroles son de complejidad 
comparable con otros phylum de invertebrados. En general colesterol es el esterol mas 
abundante en crinoideos, ofiuros y equinoideos y colest-7-en-3P-ol en holoturias y 
asteroideos. Algunos esteroles novedosos han sido aislados de equinodermos, entre 
ellos, asterosterol" (24-norcolesta-7,22dien-3goI), 24-norcolest-5-en-3~-OI", 
amura~terol'~ ((22E)-27-nor-(24S)-24-metiIdesta-7,22dien-3-0) y acanthasterol" 
((22R,23R,24R)-22,23-metilen-23,24dimetil-~~lestan-7-en-3~-ol). 
Existen en literatura especulaciones acerca del origen y mod0 de formacion de 
metabolitos marinos. Los estudios biosinteticos se han realizado fundamentalmente con 
algas y microorganismos como wnsecuencia de la dificultad de cultivo en 10s otros 
phylum. En muchos casos, se presume que dertos carninos biosint6ticos no difieren de 
10s conocidos en plantas y organismos terrestres. Sin embargo, existen algunas 
diferencias entre organismos terrestres y mtinos. Por ejemplo, 10s grupos haldgeno e 
isocianato son sustituyentes comunes en nretabolitos de algas y esponjas aunque rara 
vez se observan en rnetabolitos terrestres. Los metabolitos marinos difieren a menudo 
de 10s terrestres en la estereoquimica absoluta. Es importante notar que el medio 
marino provee condiciones biosinteticas diferentes a las terrestres. El pH del mar tiene 
valores de 8,2 a 8,5 por efecto del buffer carbonatolbicarbonato. El agua de mar 
contiene mas de un 4 % de sales y por tanto una presidn osmdtica de 15-25 
atmdsferas. 
Respecto a la biosintesis en asteroideos, la intmducci6n de [4 -14c] colesterol en 
Astenas vulgans y Asterias amurensism produjo luego de la hidrdlisis, asterona 
marcada en ambos casos (fig. 16). 
1) homogenato de cstrck 
Colesterol 
2) hidrdlisis rfcida 
Fig. 16 - 4-14c-asterona en Asterias vulgaris y Asterias amurensis. 
~choenrnakers~' aisl6 progesterona y pregnenolona marcadas por tratamiento 
de Astenas rubens con [4-'4~-colesterol], lo cual prueba la existencia de un sistema 
enzindtico capaz de cortar la cadena lateral de colesterol. 
En un trabajo de Goad y col." se sugiere que el dieno colesta-7,9(ll)-dien-3p-ol 
es producido a partir de colesta-5,7-dien-3P-ol en Asterias rubens. 
Fig. 17 - Precursores biosinteticos de asterosaponinas 
La figura 17 muestra una secuencia razonable para la funcionalizaci6n del 
nucleo esteroidal. Esteroides 6a-hidroxi-A' son precursores inmediatos de 
asterosa pon inas. 
Sheikh et ala3 sugieren qua la funci6n 23-0x0 de muchas agliconas de 
asterosaponinas podrla provenir a traves de un ep6xido C22(23) formado en el doble 
enlace C-22. La insaturacidn en esa posicidn es comun en esteroles marinos y existen 
evidencias que las estrellas pueden introducir ese doble enlace en una cadena 
saturadaw. Minale aislaron ep6xidos de este tip0 de la estrella de mar 
Echinaster sepositus, una especie cuya aglicona mayoritaria posee una funci6n 230x0. 
Considerando todos 10s metabolitos esteroidales aislados de asteroideos, 
Elyakov et a/.= concluyen que existe en estrellas un conjunto de enzimas capaces de 
oxidar colesterol, ergosterol y estigmasterol. Las posiciones de dichas oxidaciones 
serlan las indicadas con flechas (fig. 18). 
Fig. 18 - Posiciones biosint4ticamente oxidables en asteroideos. 
Algunos equinodermos contienen bacterias simbiontes en su sistema digestive 
que pueden proveer nutrientes como dcidos grasos a1 hu6spedm. 
El camino bioslnt6tico de la cadena de carbohidratos de asterosaponinas no se 
conoce. 
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Asierosaponinas de Costnaslerias lurida 
1 -1 ASTEROSAPONINAS tbli Cosmasterias lurida 
La estrella Cosmasterias lurida (Philippi, 1858) fue recolectada en 1989 en 
el Golfo Nuevo, en las cercanias de la dudad de Puerto Madryn, provincia de 
Chubut, e identificada por el Dr. Alejandro Tablado del Museo de Ciencias 
Naturales "Bernardino Rivadavia" donde se conserva una muestra "voucher" 
(MACN No 3 1.23 1). 
La estrella Cosmasterias lurida esth distribuida en el extremo austral de 
America del Sur, desde 10s 35" S en el ocean0 Atlantic0 hasta Tierra del Fuego, y 
en el ocean0 Pacifico hasta el centro de Chile (30 OS). Es posible encontrarla 
hasta a 636 m de profundidad. Existe un estudio previo de 10s esteroles aislados 
ae Cosmasterias lurida8'. En el presente trabajo se estudiaron 10s esteroides 
polares (asterosaponinas y esteroides polihidroxilados glicosidados). Tras la 
recolecci6n (6 kg) 10s organismos fueron conservados a -20°C. Este material fue 
hornogeneizado en EtOH (6 litros) y centrifugado. Luego de la evaporacidn del 
EtOH en evaporador rotatorio a presidn reducida, el extracto acuoso asi obtenido 
fue percolado a traves de una columna de Amberlite XAD-2 (1 kg) la cual fue 
lavada con agua destilada hasta reacci6n negativa de cloruros con una soluci6n 
de nitrato de plata 0,l N. Este metodo permiti6 eliminar las sales del extracto para 
luego eluir con MeOH las saponinas y otros esteroides polares absorbidos en el 
mberlite. El elu ido metandlico se evapor6 hasta obtener un material aceitoso 
(8,l g), que fue purificado a trav6s de una columna de filtracidn por gel (Sephadex 
LH60,80 cm x 4 cm d. i. ; 1009) con MeOH - H20 (2:l) como eluyente. Se 
recogieron fracciones de 10 ml y se analizaron por ccd de silica gel con n-BuOH- 
AcOH-H20 (4:1:5) (fase superior) revelando por pulverizacidn con H2SO4-H2O 
(1:l) y posterior calentamiento en estufa a 1 lo0 C. Este paso permiti6 una buena 
separacidn de la mezcla de asterosaponinas de 10s glicdsidos de menor peso 
molecular (esquema 1). 
Asterosaponinas D 
Davisil C-18 
MeOH-H20 (50:50) y (65:35) 
I 
Bondapack C18 
MeOH-H@ (50:50) 
f giio6sidos de esteroides polihidroxilados 
Davisil C18 (MeOH-H20 (65:35)) 
I 
27 mg 
/ \ 
Pycnopodidsido C Luri&do A Luridhido E 
Ophidianosido F F o W i d o  H 18 mg 10 mg 
46,7 mg 4,3 mg 
1 
Cosmasterosidos A, B, C y D 
15.0; 19.2; 12,1 y 2,8 mg 
Esquema 1 
Las fracciones correspondientes a 10s tubos 25-45 y 46-65 contenlan 
mezclas crudas de asterosaponinas. Cada fraccidn fue purificada por 
cromatografia flash en columna seca de Davisil Crs (35-75p) usando H20, un 
gradiente de mezclas MeOH-H20 y finsrlmrrte MeOH como eluyente. Se 
recogieron fracciones de 50 ml que se anaiizaron por ccd de fase reversa 
(MeOH:H20 (65:35)). La purificacidn final se realizd por CLAR con una columna 
p-Bondapack C18 (30 cm x 7,8 mm de d. i.) y MeOH:H20 (50:50) corno solvente. 
De esta manera, se aislaron 4 asWc#aponinas novedosas, dos 
pentaglicdsidos, 10s Cosmaster6sidos A {I} y B (21, dos tetraglicdsidos, 10s 
Cosmaster6sidos C (4) y D (51, y dos saponinas conocidas, el Ophidiandsido 
F(3) aislado previamente de Ophidiaster qphidianusw, Linckia laevigatam y 
Thmmidia c a t a ~ a ~ ~  y el Forbesido H (6). un triglicdsido aislado de Asterias 
forbes~~. 
ELUCIDACI~N ESTRUCTURAL DE ASTEROSAPONINAS 
ESPECTROMET~A DE MASA 
Las crecientes posibilidades de la espectroscopla de RMN 'H y de 13c, el 
desarrollo de secuencias bidimensionales y 10s dtodos de ionizacidn suave 
(FAB) en espectrometrla de masa permiten el estudio de asterosaponinas sin 
necesidad de degradar la mol4cula. A partir de 10s espectros FAB se obtiene no 
sdlo el peso molecular de la saponina sin derivatizar sino a d e d s  valiosa 
informacidn acerca de la secuencia de azdcares. Los espectros FAB en modo 
positivo proporcionan el i6n molecular en su forma protonada o cationizada [M + 
HI* d [M + C]' donde M corresponde al peso molecular relativo de la sal de sodio 
o potasio de la saponina y C es la masa del catidn utilizado en la matriz (Na d K). 
Sin embargo la intensidad relativa de estos picos es variable siendo 10s mas 
usuales [MSO~N~ + ~a] ' ,  [MSOSK + K]*, [Ms~~N. + K]', [ M S ~ N ~  + HI*. El espectro 
contiene ademas iones provenientes de fragmentaciones. Las mas importantes 
corresponden a rupturas interglicosidicas. Se observan dos caminos de 
fragrnentacion. Uno en el que la carga positiva se localiza en 10s iones de la 
aglicona y otro con la carga positiva en 10s fragmentos de la cadena de azucares. 
En 10s espectros de 10s Marthasterosidos B y cgl, que s6Io se diferencian en el 
doble enlace ( A ~ ~ )  de la cadena lateral de la aglicona (fig. 19) se observa que 10s 
fragmentos de la aglicona se desplazan dos unidades de masa al pasar del 
Marthasterosido B al C mientras que 10s fragmentos de 10s azlicares tienen masas 
identicas. 
Las rupturas pueden ocurrir a ambos lados de la union interglicosidica con 
transferencia de proton. Komori el a1.lp sostienen que la ruptura ocurre 9610 en 
uno de 10s lados y asignan la diferencia de I 6  unidades de masa a la coexistencia 
de iones cationizados con Na y K. 
En 10s espectros FAB en mod0 negativo (FAB)- se observa un intenso ion 
molecular negativo [Mso,]- e iones correspondientes a fragmentaciones de las 
uniones interglicosidicas a partir del azucar terminal, quedando ahora la carga 
localizada en el fragmento que contiene la aglicona. En 10s espectros de 
saponinas que contienen una cadena lateral de tipo 20-hidroxi-23-0x0, el 
fragmento principal es el que correspond8 a la perdida de la cadena lateral por 
ruptura de la union C20-C22 con transferencia de protdn (retroald6lica) para dar 
el i6n de m/z [Mso, - loo]-. 
Las tecnicas de ionizaci6n suaves combinadas con las rutinas de 
espectrometria de masa - espectrometria de masa han resultado ser un metodo 
poderoso para la elucidaci6n estructural de productos naturales. Se utilizaron 
tecnicas de ionizaci6n por atomos rdpidos (FAB) y tbcnicas de ionization a 
presion atmosfbrica, tal como electrospray (ESP). Esta ultima introdujo una 
revoluci6n en las t6cnicas de ionizaci6n en fase liquida debido a que al realizarse 
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a presidn y temperatura prActicamente ambiente es extremadamente suave, en 
comparaci6n a sus antecesoras terrnospray y plasmaspray. Se obtienen iones 
cuasimoleculares intactos, evitando la$ rupturas de enlaces covalentes y 
favoreciendo las de asociaciones no covalentes. Ello posibilita la secuenciacion 
rdpida de estructuras de oligosacAridos y proteinas sin necesidad sistemhtica de 
tecnicas de espectrometria de masa - espectrometria de masa. La tecnica de 
FAB, proceso comparativamente de mayor energia, produce ruptura aunque 
controlada y en algunas casos, de uniones carbono - carbono, hecho que en 
determinadas circunstancias dificulta la interpretacion directa del espectro. Uno 
de 10s factores que indirectamente afecta la sensibilidad del FAB frente a1 ESP, es 
el hecho de que en FAB y tal como se ve en 10s espectros que se presentan (fig. 
26 y 27), la matriz provee una sefial de base muy importante, que s61o puede 
evitarse en el caso de utilizar tecnicas de espectrometria de masa - 
espectrometria de masa, filtrando el ion padre molecular y obteniendo el espectro 
de hijos. En el caso de ESP (fig. 28), senales de muy baja intensidad son 
significativas, debido a que la ausencia de matriz genera fondo limpio. Por otra 
parte, el ESP abarca rangos de masa entre dos y tres drdenes de magnitud 
mayores que FAB. 
ESPECTROSCOP~A DE RMN 'H 
Los espectros de RMN 'H de asterosaponinas se caracterizan por 
presentar una seiial a 6 4,22 ppm (W? = 22 Hz) y otra a 6 5,37 ppm (d. a., J = 5,5 
Hz) correspondientes al hidrogeno en posici6n 3a y al H-1 I de la aglicona 
esteroidal, respectivamente (fig. 20 y 21). El desplazamiento a 6 4,22 ppm de la 
sefial de H-3a establece tambien la ubicacidn de un grupo sulfato en C-3. La 

setial del H-3 en el Marthasterosido B se observa a 6 4,20 ppm mientras que en el 
product0 de su desulfatacion se desplaza a 6 3.5-3,8 ppmg'. 
La setial del hidrogeno 6p se superpone con las setiales de 10s azucares y 
su valor de desplazamiento quimico no pudo ser determinado, aun a 500 MHz. 
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Fig. 21 - OphDdian6sido F (3) 
Hacia campos altos, donde predominan las senales de 10s metilenos de la T i  
ag Icona, las seaales de 10s metilos (C-18, C-19, C-21 y C-26/27) resultan muy 
utiles para la asignacion estructural. Tambib en esta regi6n aparecen dobletes 
correspondientes a 10s metilos de 10s 6desoxiazucares (6 1,25 a 1,48 ppm). 
La presencia de una funci6n hidroxilo en C-20 se reconoce facilmente por 
el desplazamiento quimico del metilo C-21 en el rango de 6 1,37 a 1,25. Estos 
valores son tambi6n indicativos de la configuraci6n 20s dado que en (20s)- y 
(20R)-20-hidroxicolesterol aparece a 6 1,28 y 1,13 respectivamente. Ademas el 
valor del singulete del metilo C-18 aparece desplazado a 6 0,82 ppm frente al 
valor de S 0,70 en agliconas sin hidroxilo en C-20 m o  el Marthasterosido B". 
En las saponinas cuyas agliconas poseen una cadena lateral de tipo 20S- 
hidroxi-23-oxoesteroide el metilo C-21 aparece a 6 1,37. En todas las saponinas 
que contienen Thornasterol A, corno el Ophidiandsido F (fig. 21), se observan 
senales caracteristicas a 6 2,60 (cuarbto AB, J = 15 Hz) y a 8 2,40 (d, J = 6,5 Hz) 
correspondientes a 10s metilenos de C-22 y C-24. 
Respecto de la porcidn glicosidlca, en el espectro RMN 'H se observa un 
conjunto de senales muy superpuestas en el rango de 6 3,O a 4,O pprn. Las 
sellales de 10s hidrdgenos anomericos aparecen en general como dobletes 
wparados con constantes de acoplamiento (J) del orden de 10s 7,5 Hz (indicative 
de unidn p, a para arabinosa) en un rango de 6 de 4,3 a 4,7 pprn. Las sellales de 
10s metilos de las 6-desoxi-hexosas (quinovosa y fucosa) aparecen en el rango de 
6 1,25 a 1,48 ppm. 
Las asterosaponinas que contienen la estructura p-D-quinovosa-(I +2)-P- 
D-xilosa-(l+3)-p-D-quinovosa, estando esta dltima unida a C-6 del esteroide y el 
resto de la porcidn glicosidica unida a C-4' de la xilosa, muestran en su espectro 
RMN 'H un doble doblete (J = 12 y 4 Hz) a 1 4.14 pprn correspondiente al H-5ec. 
de la xilosa. Esta sellal aparece sola en el espectro y perrnite detectar xilosa 4-0 
sustitulda. Si la xilosa no est4 sustitulda en C-4, la sellal de H-5ec aparece a 8 
3,92 ppm. En el espectro de triglic6sidos corno el Forbesido H o 10s obtenidos por 
hidrdlisis parcial con Chamnia lampas, se observa el H-5ec a 6 3,91 pprn (dd, J= 
11,1 y 4,5 Hz). En el espectro del OphidiaWido F aparecen dos dobles dobletes 
a64,13 (J = 11,5y4,6 Hz)ya63,95 (J = l l ,1 y4,6 Hz), este dltimocomo 
indicacidn de una segunda xilosa no sumuida en C-4 
ESPECTROSCOP~ DE RMN lac 
La espectroscopla de RMN "C provee informacidn muy importante 
respecto de la aglicona esteroidal de asterosaponinas. Las asignaciones se 
realizaron por secuencias DEPT y cornparacidn de 10s espectros con esteroides 
Asternsaponinas cle Cuslriasterias Iurida 
de referencia teniendo en cuenta 10s desplazamientos quimicos provocados por 
distintas variaciones estructurales. 
La comparacidn de 10s espectror de RMN 13c de la saponina intacta 
respecto del product0 desulfatado confirma la ubicacidn del sulfato en C-3. En el 
espectro del Marthasterdsido B", el C-3 se desplaza 7,4 ppm a campos altos y 10s 
C-2 y C-4 2,7 y 3,O ppm a campos bajos, respectivamente, respecto al compuesto 
desulfatado. 
Recientemente Findlay et all6' establecieron mediante t6cnicas RMN 20 
todas las conectividades para 10s protones de tres saponinas conteniendo todas 
ellas Thornasterol A como aglicona. Asimismo asignaron todos 10s carbonos 
mediante experiment09 COSY heteronucleares. Los resultados estfrn en total 
acuerdo con 10s informados previamente para ems compuestos. 
Si bien la espectroscopia de RMN 'H es una fuente importante de 
informacidn para la deterrninacidn estructural de oligosadridos, 10s espectros de 
RMN "C son determinantes. Los efectos de glicosidaci6r1, que describen la 
diierencia de desplazamiento quimico de un dado carbon0 en un monosadrido 
sustituido respecto al monosadrido libre, son indicativos del entomo y bien 
conocidos. Asi, por ejemplo, el desplazamiento a campos bajos de la seiial del C- 
3 sustituido del monosadrido unido directamente a la aglicona es caracteristico 
en 10s espectros de todas las asterosaponinas. Esta seAal se observa a 6 90-91 
ppm, a campos mfrs bajos respecto de lo esperado para el C-3 glicosidado de P- 
glucopiranosa o Pquinovopiranosa, 10s cuales aparecen a 6 87-88,5 ppm. 
Quinovosa y fucosa pueden distinguirse por RMN 13c dado que el metilo de 
quinovosa se observa en el rango de 6 17,7-18,3 ppm, mientras que el de fucosa 
a valores de 6 16,6-17,O ppm. Ademds, Ira sefial del metileno C-5 de la xilosa se 
observa claramente en RMN 13c o trav6s de una secuencia DEPT y su 
desplazamiento quimico es diagn6stico respecto de la sustitucidn de C-4. En 
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xilosa no sustituida en C-4 se observa a S 67,O ppm, mientras que se desplaza a 6 
64,O ppm como consecuencia de la glicosidaci6n en C-4 (tabla 4). 
El Ophidianbsido F (3) (fig. 21) es la asterosaponina mayoritaria en 
Cosmasterias lurida. Este compuesto basm 3$-sulfato-Thomasterol A como 
aglicona y la misma secuencia de azucares que el Cosmaster6sido A. 
En el espectro FAB de iones positivos del Ophidian6sido F se observan las 
especies que corresponden al i6n molecular cationizado a mlz 1259 [MNa + Naf, 
1275 [MNa + K]' y 1253 [MK + HI'. Si se agregan sales de potasio a la matriz es 
posible observar el i6n molecular cationizado de m/z 1291 [MK + K]'. Entre 10s 
fragmentos de azucares se observan las seAales del pentasacdrido a m/z 741 y 
mlz 725, el tetrasacdrido a m/z 595 (741 - 146) y m/z 579 (725 - I&), el 
tr isdrido resultante por p6rdida de la quinovosa ramificada a m/z 449 (595 - 
146) y mlz 433 (579 - 146) y los fragmentos del disadrido (Fuc + Xil) a m/z 31 7 
(449 - 132) y mlz 301 (433 - 132). En el espedro FAB de iones negativos se 
observa el i6n cuasimolecular de m/z 1213 [MI y el i6n de mlz 11 13 por p6rdida 
de la cadena lateral a partir de 121 3. 
Las senales del espectro de RMN "C (tabla 3) revelan la presencia de una 
aglicona sulfatada en C-3 (6,77,6 ppm) y glicosidada en el C-6 (&80,3 ppm), 
estructura comlin en saponinas de asteroideos. Por metandisis dcida y posterior 
analisis por CGL se obtienen quinovosa, xilosa y fucosa en relaci6n 2:2: 1. El 
esquema de fragmentacidn obtenido en el espectro FA6 de iones positivos 
sugiere la presencia de la ramificacidn en la unidad de xilosa, el segundo 
monosacslrido a partir de la aglicona. Las uniones interglicosidicas son p seglin 
se establece por 10s valores de 6 de RMN 13c de 10s carbonos anom6ricos (tabla 
4) y las constantes de acoplamiento (J) de 10s protones anom6ricos en el espectro 
RMN 'H (fig. 20). Por otra parte, en el espectro RMN I3c se observa la serial a 6 
Asterosaponinas de Cosmastenas lun'da 
64,3 ppm (tabla 4) correspondiente al C-6 de una xilosa 4-0 sustituida. La sefial 
de carbon0 anom6rico a campos relativamente altos (6 101,9) se explica por el 
efecto de sustitucidn del C-2 de la x i l m  II. Esta unidn glicosidica del C-2 se 
evidencia ademis por el desplazamiento de cerca de 10 ppm (efecto P) a 6 84,2 
pprn del C-2 de la xilosa II. 
Por hidrdlisis enzimitica con Chamnia lampas el Ophidiandsido F rinde el 
tetraglidsido Cosmasterdsido C debido a la p6rdida de la fucosa terminal, segun 
se demuestra por comparacidn de 10s espectros de RMN 'H y FAB. El espectm 
FAB de iones positivos del product0 de hidrdlisis presenta el idn molecular 
protonado a mlz 1091 [M + HI' y el fragment0 de rn/z 959 (1 091 -1 32) por p6rdida 
de xilosa a partir de 1091. 
Los espectros de RMN y RMN 'H (parte experimental) de 13) resultan 
superponibles a 10s del Ophidiandsido F aislado de Ophidiaster ophidianusm. 
En el espectm de RMN 'H del Cosmasterdsido A (1) (fig. 22) se observan 
sefiales de 10s protones de la aglicona idhticos a 10s de Ovarian-Asterosaponin-4 
(OV-4) ((20S)-5a-colesta-9(11),24dieno~,6a,2O-triol3~-sulfato) aislada de 
Asterias amurensisQ2 (fig. 23). 
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Fig. 23 - Cosmaster6sido A y Ovarian Asterosaponin-4 
Se destacan las seiiales de H-24 a 8 5,13 y los dos singuletes a 6 1,64 y 
1,70 ppm correspondientes a 10s metilos C-26 y C-27, tlpicos de la cadena de 
isopropenilo. Estas seiiales permiten distinguir la cadena lateral de la aglicona del 
Cosrnasterdsido A de la del Thornasterdsido A (tabla 2). 
Asternaponinas de Cosmasterias lurida 
Tabla 2. Senales de RMN 'H, 500 MHz (CD30D) de 10s protones de la aglicona 
esteroidal de 10s glicdsidos (1) A y (2) ,{3) ,{4) ,{5) y (6) B. 
Entre parentesis J (Hz) 
Ademas, las seiiales del espectro de RMN 13c de la aglicona del 
Cosmasterdsido A (1) coinciden con las de (OV-4) (tabla 3) y se diferencian 
clararnente de 10s carbonos de la cadena lateral del Thornasterol A (B), la 
aglicona de las otras asterosaponinas aisladas de C. lurida. Las senales a 6 77,5 
(C-3) y 80,3 ppm (C-6) confirman que el oligosac6rido estd unido al C-6 y el grupo 
sulfato se encuentra en el C-3 de la aglicona, corno ocurre en general en las 
asterosaponinas descriptas. 
Hidrdgeno A 
3 4,22m 
11 5,38sa 
18 0,829 
19 1 ,02s 
21 1,31s 
22 
24 5,13t(6,5) 
26 1 ,Ws 
27 1,70s 
B 
4,22m 
5,37sa 
0,81s 
1,02s 
1,37s 
2,62cAB(15) 
2,42d(7,5) 
0,93d(7) 
0,944 (7) 
Tabla 3. RMN 13c (62.9 MHz, piridine-dg) de las agliconas esteroidales 
de 10s compuestos (1) (A) y (2) -(@I (8) y Ovarian asterosaponin-4= 
como compuesto de referencia para la aglicona A. 
Agliconas esteroidales 
Carbono 
Comp. de ref. A B 
1 36,2 35'9 35,9 
2 29,6 29,3 29,3 
3 77,9 77,5 77,6 
4 30,9 30,6 30,7 
5 49,6 49,2 49,5 
6 80,7 80,3 80,3 
7 41,8 41,4 41,5 
8 35,6 35,2 35'3 
9 145,8 145,3 145,4 
10 38,5 38,2 38,2 
11 116,9 116,7 1 16,6 
12 42,8 42,4 42,4 
13 41,8 41,4 41,5 
14 543 53,9 53,9 
15 23,6 23,4 23,2 
16 25,4 25,l 25,l 
17 59,l 58,6 59,5 
18 13,6 13,5 13,5 
19 19,4 19, I 19,2 
20 74,O 73,6 73,7 
21 25,8 25,6 26.9 
22 447 4495 548 
23 23,2 22,9 21 1,7 
24 125,9 125.6 53,9 
25 130,8 130,6 24,3 
26 26,4 26,l 22,4 
27 17,7 17.8 22,5 
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Por otra parte, el espectro RMW 'H de {I) muestra las sefiales de 10s 
protones anom6ricos a 6 4,42 (d, J=6,3 Hz, xi1 I y xi1 II) y 437 (3H, d, J = 7,l Hz, 
qui I, qui II, y fuc), un doblete a 6 1,40 (J = 6,3 Hz) correspondiente al metilo de la 
Dquinovosa II y dos dobletes a 6 = 1,29 - 1,31 superpuestos con la sefial del 
metilo 21, que corresponden a 10s metilo8 de Dquinovosa I y D-fucosa. 
En el espectro FAB de iones negatives de {I) se observa el ani6n 
cuasimolecular a mlz 1 197 [M - H]' e iones correspondientes a fragmentos de m/z 
1051 [M - 1461- y 91 9 [M - 146 - 1 32]', correspondientes a las perdidas 
consecutivas de fucosa y xilosa. Una confirrnaci6n del peso molecular del 
Cosmaster6sido A {I) se logrb mediante el agregado a la matriz (glicerol) de 
diferentes cationes y el estudio de los iones moleculares cationizados obtenidos 
en el espectro FAB de iones positivos en cada caso. Por agregado de sales de 
sodio se obtuvo para el Cosmasteriisido A el i6n molecular cationizado [MNa + 
Na]' de mlz 1248, por agregado de sales de K', se obtuvo [MK + KJ' de mh 1277 
y por agregado de C03Li se obtuvo [MH + Lir de mh 1206. Por riltimo, el 
agregado de Acido m-nitrobenzoico (MNBB) a la matriz permitid obtener el i6n [M 
+ HI' de rnlz 1 199. 
Por metan6lisis del Cosmaster6sido A {I), sililacibn y analisis por CGL se 
detect6 fucosa, xilosa y quinovosa en relaci6n 1 :2:2. Esta composicidn de 
azricares es id6ntica a la encontrada en 10s Ophidiandsidos C y F, 10s 
componentes mayoritarios en Ophidiaster qphidianus y Haodia attenuatam. Si se 
realiza la mparaci6n de 10s datos de RMN "C de la parte glicosidica del 
Cosmaster6sido A y el Ophidianbsido F~ (tabla 4) se comprueba que se trata de 
la misma secuencia de azucares en ambos casos. Por tanto el Cosmasterdsido A 
es caracterizado como la sal de sodio de (2OS)&-0-(P-D-fucopiranosil-(I +2)-P- 
D-xilopiranosil-(I 4)-[~-Dquinovopiranosil-(1+2)]-~-D-xilopiranosiI-(1+3)-~-D- 
quinovopiran6sido) 5acolesta-20-hidroxi-9(11),24dieno 3P-sulfato. 
Asterosaponinas de Cosmasterias lurida 
El Cosmaster6sido B (21, la s saponina novedosa, es un 
pentaglicbido que contiene Thornastml A como aglicona (5a-colesta- 
3$,6a,20S-trihidroxi-9(11)-en-23-ona) sggrin se estableci6 por 10s espectros de 
RMN 'H y de "C (tabla8 2 y 3) de la saponina intacta. El espectro FAB de iones 
negativos de (2) muestra el ion cuasimolecular a m/z 1229 [m e iones 
correspondientes a fragmentos de m/z 1129 [Mkadena lateral] y a mlz 938 
(1 129-146), 851 (938-1 32), 573 (851-132-146) y 41 1 (573-162) que indican la 
p6rdida secuencial de fucosa (o quinovosa), xilosa, xilosa y quinovosa (o fucosa) 
y glucosa, respectivamente. La Nrdida de 162 unidades de masa (glucosa) a 
partir del fragment0 del pentasadrido de mlz 757 y rnlz 741 en el espectro FAB 
de iones positivos para dar fragmentos de m/z 595 y 579 respectivamente, indica 
que la glucosa est4 directamente unida a la aglicona. Por hidr6lisis Acida en 
metanol de (21, sililaci6n y andlisis por CGL se demostr6 la existencia de 
quinovosa, fucosa, xilosa y glucosa en relacidn 1 : 1 :2:1. El espectro de RMN 'H de 
(2) muestra 4 dobletes correspondientes a protones anom6ricos (J = 6,5 Hz) a 6 
4,42 (xi1 I y xi1 II), 6 4,45 (fuc), 6 4,56 y 6 4,57 (qui y glc). Se observan ademas dos 
dobletes a 6 1,31 (J = 6,5 Hz) y 6 1,40 (J = 6,5 Hz) de 10s metilos de fucosa y 
quinovosa respectivamente, y dos dobles dobletes a 6 4,13 (J=12 ; 4 Hz) 
correspondiente al hidr6geno 5' de la xilosa I (Hd'ec) y a 6 3,94 (J=12 ; 4 Hz) del 
H J'ec. de la xilosa II. 
Las uniones interglicosidicas en (2) se deducen a partir del espectro de 
RMN 't (tabla 4) y su comparaci6n con 10s correspondientes del 
Cosmaster6sido A {I ) y del Ophidiandsido F (3). La cadena de oligosadrido en 
estos dos ejemplos difiere de la del Cosmaster6sido B (2) s6lo en la Dquinovosa 
unida directamente al C-6 del esteroide, que es reemplazada por Dglucosa (6 C- 
6' 62,3 ppm) en el Cosmaster6sido B. Por otra parte existen algunos 
ejemplos de saponinas que contienen D-gwcosa unida a C-6 del esteroide, como 
10s Luidiaglicdsidos C y D= y el Marthastsrbido B~ (fuc(l+2)-qui-(14)- 
[qui(l+2)]-qui(l+3)-glc(l4)-aglicona). La comparacibn con estos compuestos y 
la presencia de la sefial a 6 90,9 en el especbo RMN ''c permite establecer que 
el C3'de la gluwsa esta unido al carbon0 anodrico de D-xilosa. 
Por hidrblisis enzimatica del Cosrnaeterdsido B con una mezcla de 
glicosidasas (Charonia lampas) se obtuvo el trisac6rido {Pa}. El espectro FAB de 
iones positives de Bste presenta el ibn molecular cationizado con m/z 998 
[M'+H+N~] y fragmentos de m/z 877 [M'+ H - cadena lateral] ,599 (877-146-132), 
correspondiente a la pBrdida de quinovosa y xilosa. 
Con toda esta informacibn, el Cosmasterbsido B queda definido como la sal 
de sodio de (20S)-6a-0-{$-D-fucopiranosil-(l+2)-$-D-xilopiranosil-(l4)-[$-D- 
quinovopiranosil-(I -+2)]-~-D-xilopiranosiI-(1+3)-$-D-glucopiranbsido} Sa-colest- 
20-hidroxi-9(1 I)-en-23-ona-3$-sulfato (2) (fig. 24). 
- 
XIL I1 
Fig. 24 - Cosmasterbsido B (2) 
-- - T-ltt 
Aslerosaponinas de Coslnasterias lurida 
Un tercer compuesto novedoso es el tetraglic6sido Cosmaster6sido C (4). 
Por metanblisis Bcida de (41, sililaci6n y adis is  por CGL se obtuvo xilosa y 
quinovosa en relacibn I : I .  El espectro 6, RMN 'H muestra, ademAs de las 
sefiales comunes del Thornasterol A, la presencia de cuatro dobletes de protones 
anom6ricos a 6 4,35 (1 H), 6 4,42 (1 H), 6 4,57 (1 H) y 6 4,59 (1 H) con valores de J 
en el rango 6,6 a 7,3 Hz, y dos dobletes a 6 1,30 (5,7 Hz) y 6 1,39 (6,2 Hz) 
correspondientes a 10s metilos de Dquinovosa I y II respectivamente. 
Comparando con el Ophidian6sido F, 6st@ presenta una sefial adicional a 6 1,32 
(J = 6,2 Hz) del grupo metilo de D-fucosa y dos dobletes a 6 4,42 (2H) y 6 4,57 
(3H) en la zona de 10s protones anom6ricos. Se observan ademhs dos dobles 
dobletes a 6 4,09 (J = 11,5; 4,5 Hz) y 3,92 (J = 10,5; 5 Hz) correspondientes al 
protdn ecuatorial de las xilosas I y II e indicando la presencia de una ljnica xilosa 
4-0 sustituida. El valor del carbono a&rico y del carbono 2' de la xilosa 11 (6 
103.8 y 74.0) y su comparaci6n con 10s correspondientes al Ophidianbsido F" (6 
101,9 y 84,2) indican la posici6n terminal de la xilosa II. Las uniones 
interglicosidicas se deducen a partir de lor datos de RMN "C del Ophidianbsido 
F" y del metil fl-~-xilopiran6sido~. El espedro FAB de iones negativos de 
{4)(fig. 27) muestra el ani6n molecular a m/z 1067 y fragmentos a mlz 967 ([M'- 
cadena lateral] y rnlz 835 (967-132) por p6rdida de la xilosa terminal. En el 
espectro FAB de iones positivos (fig. 26) se observan 10s iones moleculares 
cationizados [MNa + Na]' de rnlz 11 13 y [MK + l<r de m h  1129 y un fragment0 de 
rnlz 993 [M - S0,NaHJ. 
Por hidr6lisis enzimhtica del Ophidian6sido F con Charonia lampas se 
obtuvo el Cosmaster6sido C (4) segljn se demuestra por comparacidn de 10s 
espectros de RMN 'H y FAB'. El Cosmasterdsido C es entonces la sal de sodio de 
(20S)-Ga-O-$-D-xilopiranosil-(l4)-[~-Dquinovopiranosil-(1+2)]-~-D- 
QUI II 
XIL I1 
Cosmast- C (4) R = XIL II 
Fig. 25 - Asterosaponinas de C. lurida: Ophidiandsido F, 
Cosmaster6sOdo C y Forbhido H 
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El Cosmasterdsido D (5) (fig. 29), atro tetraglicdsido de estructura 
novedosa corresponde al compuesto q w  se obtiene por eliminacidn de la fucosa 
terminal del Cosmasterdsido B (2). Presenta en su espectro FAB de iones 
negativos el anidn molecular a m/z 1083 y fragmentos a m/z 951 (1083 - 132) y 
673 (951 - 132 - 146) que corresponden a la perdida secuencial de xilosa y xilosa 
+ quinovosa. 
QUI 
XIL I GLC 
XIL II 
Fig. 29 - Cosmasterbsido D (5) 
Por metandlisis dcida de (51, sililacidn y andlisis por CGL se obtuvo 
quinovosa, xilosa y glucosa en relacidn 1:2:1. En el RMN 'H de (5) aparecen las 
senales de la aglicona correspondientes al Thornasterol A (tabla 2, aglicona B) y 
las senales de 10s protones anom4ricos a 6 4,59 (1 H), 6 4,57 (1 H), 6 4,42 (1 H), 6 
4,35 (1 H), dobletes con valores de J de 7,O a 7,5 Hz; un doblete a 6 1,39 (5,7 Hz) 
asignado a1 grupo metilo de D-quinovosa y dos dobles dobletes a 6 4,08 (12 ; 4 
Hz) del H-5'ec de la xilosa I y otro a 6 3,91 (12 ; 4 Hz) del Hd'ec. de la xilosa 11. 
Los Cosmasterdsidos C(4) y D(5) constituyen unos de 10s pocos ejemplos 
de tetraglic6sidos aislados de asbellas. Obos son el Forbesido F" de Asterias 
Forbes' colectada en la Bahia de Fundy, Canada y el santiagdsidoW de la estrella 
ansrtica Neosmilaster georgianus, ambas del M a n o  Atldntico. 
El compuesto (61, aislado de Cosm~&n'as lurida presenta en su espectro 
FA0 de iones negativos el idn cuasimol~lar a m/z 935 [M]', y 10s iones a m/z 
835 [M - cadena laterall-, rnlz 689 (835 - 146) [M - Qui]' , m/z 557 (689 - 132) [M - 
Xil]', m/z 41 1 (557 - 146) [M - Qui ]' por Wdida consecutiva de quinovosa I I, xilosa 
y quinovosa I. 
La confirmacidn de la cadena de adcares de (6) se establece por la 
presencia en el espectro de RMN 'H de 3 senales de hidr6genos anomdricos a 6 
4,42 (d, IH, J = 6,3 Hz), 434 (d, IH, J = 7,l Hz) y4,56 (d, IH, J = 7,l Hz) 
mrrespondientes a xilosa, quinovosa I y quinovosa II respectivamente, asl como 
las dos senales de 10s metilos de 6-desoxihexosas a 6 1,29 (d, 3H, J = 5,8 Hz, Me- 
5'de quinovosa I) y 1,39 (d, 3H, J = 6,3 Hz, Me-5'de quinovosa 11). Se observa 
adeds una seiial a 6 3,91 (dd, I H, J = 11 ,I; 4,5 Hz) correspondiente al H-5ec de 
una xilosa con el C-4 no sustituido. 
Los espectros RMN 'H y 't del compuesto (61 resultan iddnticos a 10s del 
Forbesido H aislado de Astenas fonbee. 
El triglicdsido Forbesido H constituye uno de 10s pocos ejemplos de 
triglicdsidos aislados de asteroideos. Otros son 10s Sepositdsidos A, 8, C y D 
(pdg. 17) aislados de la estrella Echinaster seposjtus. 
1.2 - IDENTIFICAC~~N DE AZ~SCARES ENANTIOMERICOS COMO SUS 1- 
Es sabido que 10s azdcares m& cMnunes en asterosaponinas son D- 
fucosa, D-quinovosa, D-xilosa, D-galactom, y D-glucosa. Sin embargo a menudo 
se presupone que la configuracidn es la ugual para cada uno de ellos sin una 
prueba directa. Para determinar la configuracidn, uno de los dtodos mAs 
interesantes y prdcticos implica convertir tos enantidmeros en diasterdmeros 
mediante un reactivo quiral e intentar la separacidn de 10s mismds por 
cromatografia gaseosa. 
El primer metodo y el mds utilizado hasta el momento, fue desarrollado en 
1978 por 10s grupos de vliegenthartlP y ~indberg"~. Consiste en transformar 10s 
azdcares enantiom6ricos mediante la reaccidn con un alcohol quiral (2-octanol d 
2-butanol) en 10s alquilglicdsidos diastereodricos. Una vez derivatizados 
(acetilacih o trimetilsililacidn) se logran buenas separaciones por cromatografia 
gas-liquido. Hoy este metodo es el mds usual para la determinacidn de 
configuraciones y ha desplazado, en ese sentido a la medida de la rotacidn dptica 
o los dtodos enzimdticos. Sin embargo, la volatilidad del2-octanol es baja y por 
ab'o lado, cada azlicar da lugar a tres o cuatro picos correspondientes a 10s 
an6meros a y p de las formas furandsicas y pirandsicas. Por lo tanto, la 
interpretacidn de 10s resultados no es sancilla cuando el oligosacdrido contiene 
varias unidades. 
Otra posibilidad es derivatizar los adcares can una amina quiral, 
empleando la reaccidn de aminacidn reductiva, que produce un sdlo derivado 
para cada monosacdrido. Se hace reaccionar el azdcar con la amina quiral para 
formar la imina, que es reducida in situ en presencia de cianoborohidruro de sodio 
para dar el correspondiente l-amino-l-desoxialditol. Los productos de la reaccidn 
se convierten luego en sus derivados ad lados o trimetilsililados y se analizan 
por CGL. Se trata de un m6todo sencillo que elimina la multiplicidad de picos. 
Oshima et at2' emplearon (S)-cr-metilbencilamina como amina quiral per0 
obtuvieron superposiciones en la regidn de las pentosas y 6-desoxihexosas. 
Cases y cola boradores 128,127 utilizaron I -amino-2-propanoi como amina 
quiral, y estudiaron las condiciones dptims de reaccidn para obtener 10s 
diasteredmeros libres de productos secundarios. Asl por ejemplo, la condensacidn 
de D-galactosa con I-amino-2-propanol radmico y posterior reduccidn de la 
imina produce ambos diasteredmeros en cantidades equivalentes m4s un exceso 
del aminoalcohol. Si se utiliza como amina a-metilbencilamina racemica, uno de 
10s diasteredmeros prevalece. Los derimdos acetilados de 10s 1-desoxi-I-(2- 
hidroxipropi1amino)-alditoles se resuelven por CG dando dos picos. 
Los pardmetros dptimos para la reacci6n de aminacidn reductiva son? 
a - una relacidn inicial aminoalcohol:az~car 5 1 .  
b - un pH cercano a 4. 
c - un descenso de la polaridad del medio incrementa los rendimientos, en 
metanol anhidro el rendimiento de amino alditoles es cercano a 85%. 
d - un exceso de NaBHsCN mayor ai 10% (respecto al aztjcar) baja el rendimiento 
de la reaccidn. 
e - el agregado de dcido adtico glacial al metanol anhidro produce un redimiento 
cuantiitivo de productos. 
f - El rendimiento es prdcticamente constante trabajando desde 65 a 85 OC de 1 a 
4 horas, o a temperatura ambiente durante 24 hs (85-100%). 
Por lo tanto, se utilizan como condiciones dptimas 1 hora de reaccidn a 65" 
d con una relacidn molar 5: 1 : 1 ,I : 10 de I -amino-2-propanoi:azlScar:NaBH3CN: 
~ c 0 i - I  ~ r t  metanol. 
Se prepararon 10s derivados de 10s patrones de D-Qui, D-XiI, D-Glc y L-Fuc 
con (S)-I-amino-2-propanol y con el amino-alcohol radmico. Se analizaron por 
CGL ambos tipos de patrones separadamente, utilizando una columna ULTRA-2. 
Comparando 10s resultados obtenidos con la amina quiral (S)-I-amino-2-propanol 
y con la mezcla racemica, se asignaron los tiempos de retencidn para 10s 
azdcares de ambas series enantiomericas, siendo 10s derivados producidos por la 
amina (R) equivalentes a aquellos producidos por el enantidmero del azucar con 
la amina (S). En realidad sdlo son cromatogrBficamente equivalentes, ya que son 
enantidrneros entre si. Se logrd una buena resolucidn de 10s derivados de cada 
azlScar enantiom6ric0, except0 en el caso de glucosa, ya que 10s aminoalditoles 
acetilados de glucosa preparados con el aminoalcohol radmico dan una ['mica 
seifal en CGL. Los correspondientes a la quinovosa, sin embargo se resuelven 
aceptablemente (fig. 30). La utilidad del metodo para 6-deoxiglucosa (quinovosa) 
no estaba descripta en el trabajo originalln. 
Se aplicd la metodologla descripta anteriormente a la mezcla de 
monosacBridos libres obtenidos por hidrdllsi Bcida del Cosrnsterdsido A (parte 
experimental) y se compararon 10s tiempos de retencidn de 10s derivados de los 
patrones con 10s obtenidos con la mezcla product0 de la hidrdlisis (fig. 30). Se 
confirm6 la asignacidn por coinyeccidn del derivado de cada D-monosadrido con 
la mezcla de hidrblisis, derivatizados ambos con el (S) amino alcohol. 
A partir de 10s resultados obtenidos, se concluye que los monoscdridos 
presentes en el Cosmasterdsido A pertenecen todos a la serie D. 
Tabla 10 - Tiempos de retsnci6n de lor derivados de azacares 
D L Comaster6sido A f rmb 
Fuc 34,94 35,16 3497 1,006 Ill 
Qui 35,40 35,14 35,43 1,007 Ill 
Xil 36,17 36,39 36,19 1,006 1,3 
b 
' factor de separadh, reia&n de h a s  de 10s picos correspondientes a ambos enantmeros 
Fig. 30 - Cromatogramas C.G.L. de 10s aminoalditoles acetilados 
correspondientes a quinovosa preparados con el amino-alcohol racdmico y del 
product0 de hidrdlisis con el (S) I -amino-2-propanol. 
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13  MONOGUC~S~DOS ESTEROIDALES DE 
Cosmasterias Jurida (Philippi 18581 
AlSLAMlENTO Y PURIFICACI~N 
El analisis por ccd de las fracciones de Sephadex LH60 permitid identificar 
10s glicdsidos de esteroides polihidroxiladm en 10s tubos 66-100. (Esquema 1, 
pas= 29) 
La fraccidn que reveld la presencia de glic6sidos fue purificada por 
cromatografla en columna de silicagel (CHG12-MeOH-Hz0 (70:30:0,5)), 
obtenibndose dos fracciones (1 y 2). Cada una de ellas fue repurificada por medio 
de sucesivas columnas de Sephadex LHZO (MeOH) y de fase reversa ~a&s i l  C-18 
(35-75~) (MeOH - Hz0 (6535)). Se aislaron el Pycnopodidsido C (flg. 31) (27 mg) 
de la fraccidn 1, y 10s Luriddsidos A (18 rrrg) (fig. 33) y B (10 mg) (fig. 34) de la 
fraccidn 2. Cada compuesto muestra una LSnica rnancha en ccd en fase reversa 
(C-18) (MeOH-Hz0 (65:35)) y un pico en CCAR (MeOH-Hz0 (60:40)), t.r. del 
Luriddsido A (7) = 12,5 min, t.r. del Luridbido B (8) = 15,O min. 
Fig. 31 - Pycnopodi6sido C (9) 
De 10s 3 esteroides polihidroxilados monoglicosidados aislados de 
Cosmasterias lurida en este trabajo, dm resultaron novedosos, 10s Luriddsidos A 
Glicdsidos de Comastenas lurida 
(7) y B (8). El Pycnopodidsldo C (9) fue aislado previamente de Pycnopodia 
helianthoides ". 
Los tres monog l icdsidos aislados de Cosmastefias lurida cont ienen la 
misma aglimna. El Attenuatbsido A-l aisbdo de la estrella Hacela atfenuafaw es 
el primer ejemplo que contiene una aglicona del tip0 5a-colesta-3$,6a,8,15j3, 
24(S)-pentol y un monosadrido unido a C-24 del esteroide (2-0-metil-P-D- 
xilopiranosil-(l -Z)-L-arabinofuranosa). Otros ejemplos fueron aislados de 
Astmpecten indicusy Halityle regularism, Pomnia pulvillu~'~, Sphaerodiscus 
Pycnopodia helianthoidesg7 y Pisaster gi~anfeus'~.  
El Pycnopodibsido C (9) (fig. 31) es el glicdsido 24-0-P-glucopiranosil-6'- 
sulfato de (24S)-5a-colestan-3P,6~,8,15$,24-pentol. El espectro de RMN 'H y 13c 
(tabla 5) del Pycnopodibsido C muestra las senales de la aglicona (6 3,55 (1 HI m, 
H-k); 6 3,71 (2H, m, H-6P e H-24); 6 444 (1 H, ta, J = 5,5; H-15a) en coincidencia 
con las observadas en el espectro de (24s)-5a-colesta-3pI6a,8, 15P,24-pentol 
aislado como esterol libre de Gomophia wafson~~,  except0 las sefiales de 10s 
metilos del grupo isopropilo en (91, 10s cuales aparecen como un doblete a 6 0,96 
ppm, mientras que en el espectro del esterol aparecen como dobletes separados 
a 6 0,92 y 0,94 ppm. Esto sugiere la ubicacidn del azrjcar en C-24. En RMN 'H se 
obse~an ademAs las sefiales del metileno -CH20- de la glucosa a 6 434 (dd, J = 
2,5; 1 1,5 Hz) y a 6 4.18 (dd, J = 5; 1 1,5 Hz). En el espectm RMN '% de (9) se 
observa la seiial del C-6' de la glucosa desplazada a 6 68,5 ppm respecto del 
metil-P-glucopiranbsido donde se observa a 61,9 ppm y constituye una pnreba de 
la ubicacibn del grupo sulfato en C-6'. El espectro FAB de iones negativos de (9) 
muestra el anibn cuasimolecular a mlz 693 [M - H]-. Los espectros de RMN 'H y 
13c (tabla 5) del Pycnopodibsido C concuerdan con 10s de literatura y confinan la 
ubicacibn del azficar en ~ - 2 4 ' ~  (ver parte experimental). 
El Lurid6sido A (7 )  (fig. 33) presenta un ibn molecular cationizado de rnlz 
709 [M + Na]' en su espectro de iones positives (FAB'). Si se inaxporan a la 
matriz sales de potasio se observa el ibn a ntlz 725 [M + 4'. 
La comparaci6n de 10s datos espeGbm~picos de RMN 'H y de I3c (tabla 
5) del LuridQido A con el Pycnopodi6sido A~ (fig. 33) como compuesto de 
referencia permite establecer que el Luridbsido A contiene como aglicona 5a- 
colest-3$,6a,8,15$,24-pentoI. 
Fig. 32 - Lurid6sido A (7) R = SOsNa, 
Compuesto {lo) R = H 
Fig. 33 - PycnopodMsido A 
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El desplazamiento del valor de 6 de 10s metilos angulares cuando el 
espectro protdnico del Luriddsido A es medido en piridina-d6 respecto al 
correspondiente en metanol (CD30D) (8 I,%, Hr19 y 6 1,35, H3-18 frente a 1,27 y 
1,00 en metanol, respectivamente) indica una interaccidn 1-3 diaxial entre 10s 
metilos angulares y el hidroxilo de C-8. 
La comparacidn de 10s valores de RMN 13c (tabla 5) de la porcidn del 
azucar de ( 7 )  con 10s del Amurensdsido C (fig. 36) sugieren ademds la presencia 
de 4'-sulfato-$-D-xilopiranosa unida al C-24 del esteroide. Por hidrdlisis hcida del 
Luriddsido A, preparacidn del aldononitrilo acetilado del monosacdrido obtenido y 
su andlisis por cromatografia gaseosa (CGL) se confirm6 la presencia de xilosa. 
La presencia del grupo sulfato se confirma por solvdlisis en una mezcla dioxano - 
piridina para dar el producto desulfatado (10)(flg. 32) identico al Pycnopodidsido 
A@~. El desplazamiento de la sefial correspondiente al H-4- del Luriddsido A desde 
6 4,19 ppm a 6 3,50 ppm en el producto desulfatado establece la posicidn del 
sulfato en C-4'. En el espectro RMN '% el C-4'del Luriddsido A se desplaza +6,2 
ppm (77,7 a 71,5 en el producto desulfatado) mientras que C3'y C-5'sufren 
desplazamientos de -2,O ppm y -2,l ppm, respectivamente, relativos a1 
Pycnopodibido A@~. 
La configuracidn D de la xilosa se establece por comparacidn del valor 
experimental del desplazamiento quimico de carbono 13 para el C-1 con 10s 
calculados para D- y L-xilosa unida a 2(S)-pentanol. Se utilizd el metodo de 
Shashkov y colaboradoreslm que permite determinar un pardmetro desconocido 
de un azucar tal como la configuraci6n absoluta o la configuracidn del carbono 
anomhrico a partir de parhmetros estereoquimicos. Los valores calculados para el 
desplazamiento quimico de C-1 son: 
p-D- xilosa ' IB!!i,O ppm 
P-L-xilosa -IOP,O ppm 
resultando el valor experimental de 104,7 ppm en concordancia con la 
configuracidn D, al igual que en el caso de otros xildsidos aislados de estrellas. 
Se sugiere la configuracidn S del C-24 dado que todas las seiiales de la 
cadena lateral resultan identicas con las de 10s carbonos correspondientes del 
Pymopodidsido A y el Amurensdsido A. Por otro lado, se supone que la 
introduccidn del azdcar en C-24 provocarb diferencias significativas en el 
espectro de 10s eplmeros 24s y 2 4 ~ ' ~ .  Riccio y colaboradoresm desulfataron el 
Amurens6sido A, metilaron (ICH3 en DMF), hidrolizaron (HCI 2M en MeOH ) y 
prepararon 10s Bsteres de ~ o s h e r ' ~  del alcohol en C-24 (fig. 34). Comparando 
10s valores de carbono 13 de la cadena lateral con 10s correspondientes a 10s 
6steres de compuestos rnodelo sinteticos, (24R) y (24s)-Sa-colestan-6p-metoxi- 
k.5-ciclo-24-01, pudieron establecer la mfiguracidn 24s en el Amurensbido A. 
La perfeda superposicidn de 10s datos de RMN 13c del Luridbido A con el 
Amurensdsido A permitid establecer la configuracidn S del C-24 del Luridhido. 
R = OH, R'= SaNa, R =  -SOH Ah OMe 
Fig. 34 - Amurensbtido A y lo8 6steres de Mosher de la correrpondiente 
aglicona esteroidal 
El Luriddsido A es isdmero del Pycnopodibido BW. Se diferencian 
Onicamente en la ubicaci6n del grupo sulfato, en Cll'de la llosa en el Luriddsido 
A y en C-3 de la aglicona en el ~cnopodibido 8. 
Glicdsidos de Cosmasteria lurida 
Tabla 5 - RMN ''c de 10s Luridhidos A CI), B {a} y compuestos relacionadois 
C-24 86,s 86,3 863 89,s 89,O 
C-25 3290 350 32,O 33,9 33,9 
C-26 18,3 18,2 18,s 18,s 18,4 
G27 18,3 18,s 18.3 19,3 19,2 
C-1 ' 104,9 105,O 104,7 104,3 104,2 
C-2' 75,4 75,4 75,3 75,4 75,4 
C-3' 78,O 77,9 76,O 76,l 76,2 
C-4' 71,s 71,4 77,7 773 77,6 
C-5' 66,7 667 64,6 64,9 64,9 
c - debajo de la selial del CD30D. 
El Luriddsido B (8) es el andlogo A= del Luriddsido A. Presenta en su 
espectro de masa FAB de iones positives el i6n molecular cationizado a m/z 707 
[M + Na]' y 723 [M + 4'. dos unidades de masa rnenor que el LuridQido A. 
Fig. 35 - Lurid6sido B (8) R = SOsNa 
Compuesto { I  I) R = H 
En su espectro de RMN 'H presenta un multiplete a 6 5.35 mespondiente 
a 10s hidrdgenos olefinicos. Por comparacidn de 10s datos de RMN I3c del 
Luriddsido B con el Luriddsido A (tabla 6) para el esqueleto esteroidal y con el 
d M N  ''c del Amurens6sido C (fig. 36) pan la cadena lateral ((248)-24-0-(4'- 
I- I 
sulfato-p-D-xi1opiranosa)- Sacolest-(22E)an-3p16u, 1 %, 24-tetrol)lW (tabla 5) se 
confirma la presencia de 5a-colest-(22ENn-3p,6a18, 15$,24S-pent01 como 
agliwna, glicosidada con 4'-sulfato-xilopiranosa en C-24. 
Fig. 36 - Amurensbsido C 
La hidrdlisis dcida del Luriddsido B (ver reacciones generales) y el anAlisis 
por CG del aldononitrilo peracetilado del monosadrido confirman la presencia de 
xilosa. Por solvdlisis en dioxano-piridina de (8) se obtiene el producto 
desulfatado {I ) (fig. 36) en el que se observa igual desplazamiento de la sefial 
de H-4'que para el Luriddsido A, confirmando la ubicaci6n del grupo sulfato en C- 
4'. 
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14 COMPUESTOS AlSLADOS DEL ASTEROIDEO 
Luidia IudwigJ mffi Bell (1 91 71 
El segundo organism0 estudiado en este trabajo fue el asteroideo Luidia 
ludwigi scotti Bell (1 91 7). La estrella (5,2 kg) fue recolectada en agosto de 1993 
en Bajo Oliveira, en las cercanfas de San Antonio Oeste, provincia de Rio Negro. 
Fue identificada por el Dr. Alejandro Tablado del Museo de Ciencias Naturales 
"Bernardino Rivadavian donde se conserva una muestra "voucher" (MACN No 
31.241). 
Los organismos fueron inmediatamente congelados a -20 OC tras su 
recoleccidn y conservados en frio. El procedimiento de purificacidn fue similar al 
utilizado con Cosmastenas lunda. Tras la hornogeneizacidn y extraccidn con EtOH 
(6 litros), se evapord el solvente a presi6n reducida y el extract0 acuoso se 
percold por una columna de Amberlite XAD-2 (1 kg) eluyendo primer0 con agua y 
luego con MeOH. Por evaporacidn del MeOH se obtuvo el material crudo (7,9 g), 
el cual fue cromatografiado en Sephadex LH60 (80 cm x 4 cm d. i. ; 1009) 
utilizando MeOH-Hz0 (2:l) como eluyente. Se juntaron fracciones de 10 ml. Las 
fracciones 33-44 contenian la mezcla cruda de 'asterosaponinas", mientras que 
las fracciones 45-55 la mezcla de esteroides polihidroxilados. Cada fraccidn se 
purificd por cromatografia en columna seca de fase reversa (Davisil C-18 (35 
751.1)) eluyendo con MeOH-H20 (65:35). Se colectaron fracciones de 50 ml que se 
analizaron por ccd. La purificacidn final se logrd por CLAR utilizando una columna 
Bondclone C-18 y MeOH-H20 (60:40) como eluyente. Las asterosaponinas puras 
asi obtenidas fueron caracterizadas como los Acanthaglicdsidos B (12) (10.5 mg) 
y c ' ~  (13) (24.0 mg) (fig. 37) aislados previarnente a este trabajo de Acanthaster 
planci? El Acanthaglic6sido C fue tambib aislado de Astmpecten latespinosus~ 
Compuestos aislados de Luidia ludwigi 
como un derivado desulfatado obtenido por desulfatacidn de la mezcla cruda de 
glic6sidos y luego de Asferina pe~tinlfera'~~ y Patiria miniatau. 
GLC 
XILI 
WI 
GLC 
Fig. 37 - Acanthaglicdsidos B {12) y C {13). 
El Acanthaglicdsido B presenta en su espectro FAB de iones positivos 10s 
iones moleculares cationizados a mh 1287 [M + Na]' y 1303 [M + 4'. 
En el espectro de RMN 'H del Acanthaglicdsido B se observan un singulete 
oleflnico a 6 6.2 (IH, s, H-24) y 10s protones de 10s metilos sobre doble enlace a 6 
I .90 (3H, sa, Hr26) y 6 2.1 1 (3H, sa, Hs-27), ademds de las senales a 6 4.21 (IH, 
m, H-3a) y 5,37 (1 H, da, J = 5,5 Hz, H-I I )  caracterlsticas de las agliconas 
esteroidales de asterosaponinas. 
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En el espectro FAB de iones positives del Acanthaglicbsido C se observan 
10s iones moleculares cationizados a mh 1305 [M + K]+ y 1289 [M + Na]'. 
En el espectro RMN 'H del Acanthaglicdsido C se observan las senales de 
una aglicona 20-hidroxi-23-ona (Thomasterol A). 
Los Acanthaglicbsidos B y C poseen la misma secuencia de azucares. Esta 
se establece por comparacibn de 10s valores de RMN l3 C de la cadena de 
oligosadrido de 10s Acanthaglicdsidos B y C (tabla 6) con 10s correspondientes 
del Thornasterbsido A, el cual contiene la misma secuencia except0 la galactosa 
unida al C-4' de la xilosa I, que en 10s Acanthaglicdsidos es reemplazada por 
glucosa. La secuencia se confirm6 ademds por comparacibn de 10s espectros 
RMN 13c con 10s informados en literaturalo7. 
Tabla 6 - RMN "C (Piridinad6) de la porcidn glicosidica de 10s 
Acanthaglic6sidos B {12), C (13) y el Thomasterdsido A 
- -. 
Carbono 112) (13) 
- .--. -.  - . -- - .- . - --- . ----- .. ---. - 
Thomasterbsido A 
------- ---.. 
Qui I 1 104,7 104,7 105,l 
2 74,l 74,l 74,2 
3 89,7 89,6 90,2 
4 74,3 74,3 74,6 
5 71,9 71,8 72,O 
6 18,O 18,O 18,2 
1 104,4 104,4 104,4 
2 82,8 82,8 82,6 
3 753 75,5 757 
4 77,6 77,6 79,2 
Xil 
Qui II 
Fuc 
Com~estos  aisladw de Luidia ludwigi 
5 64,3 64,2 647 
1 105,4 105,3 105,l 
2 75,5 75,5 75,7 
3 76,8 76,8 76,9 
4 76,2 76,l 76,3 
5 73,7 73,7 73,8 
6 18,5 18,4 18,7 
1 101,7 101,6 102,4 
2 84,6 84,5 83,5 
3 77,6 77,6 75,l 
4 71,O 70,9 69.5 
5 78,6 78,5 76.9 
6 62,O 62,O 62,2 
1 106,9 106,8 107,2 
2 71,9 71.8 72,O 
3 74,8 74,7 75,l 
4 72,4 72,4 72.7 
5 71,9 71,8 72,O 
6 17,2 17,l 17,5 
Glc en (1 2) y (1 31, Gal en Thornasterdsido A 
De 10s 3 esteroides polihidroxiladcs aislados de Luidia IudwQi, dos de ellos, 
5u-colesta-3f3,5,6g. I kt, 16p,26-hexaol (14) (1 8,9 mg) y 5u-colesta- 
3p,5,6p,l5a,26-pentoI 15-sulfato ( 1 5 ) ~  (4'1.0 mg) fueron previamente aislados de 
las estrel las Myxoderma platyacanthum y Luidia maculata, respectivarnente, y 501- 
colesta-3p,5,6$, 1 5a,26-pentol26-sulfato (16) (9,7 mg) result6 novedoso. 
En el espectro FAB de iones negatives del compuesto (14) se observa el 
ibn cuasimolecular a mlz 467 [Me] correspondiente a una f6rmula G7H4806. 
- - 
En el espectro de RMN 13c del complesto (14) (tabla 7, fig. 38) se 
observan 10s carbonos de un ester01 saturado y con seis carbonos oxigenados 
(uno primario, cuatro secundarios y uno terciario). 
Tabla 7. RMN 13c (CDjOD) de 10s esteroides (141, (15) y (16) 
Carbono (16) (15) (14) Carbono (16) { I  5) (14) 
C1 31,7 31,7 31,7 C15 74,3 81,8 85,O 
CIO 
En el espectro RMN 'H se observan dos dobles dobletes a 1 3,76 (J = 10.5 
y 3 Hz) y 4.00 (J = 7,5 y 3 Hz) correspondientes a 10s hidrdgenos 15P y 16a 
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respectivamente y la parte A del sisterna Af3X a 6 3.45 (Jm = 1 1 Hz; JM = 5.5 Hz) 
perteneciente a uno de 10s hidrdgenas del grupo metileno de C-26. La parte B 
aparece debajo de la sefial del solvente. Estas sefiales concuerdan con las 
pu blicadas para 50L-colesta-3p,6p, I&, 16f3,26-pentol aislado de Hacelia 
attenuatam. Se observan ademds sdlo das dobletes de metilos a 6 0,94 y 6 0.98 
ppm que confirman la presencia de una cadena lateral de 26-hidroxicolestano. 
Por otra parte, un complejo multiplete centrado a 4,04 ppm, claramente 
asignable a una funcidn 3P-hidroxilo, y un singulete ancho a 6 3,50 pprn, 
caracterlstico de un protdn ecuatorial, permiten establecer la presencia de una 
estructura 3p,k,6p-trihidroxi cornon en esteroides polihidroxilados de 
asteroideos. 
Fig. 38 - Compuesto (14) y su isbrnero 25~' -  
Hasta aqul, sdlo restaba establecer la estereoqulmica de C-25 del 
compuesto (14). 
El isdmero 25R del compuesto (14) fue aislado de la estrella Tremaster 
novaeca~edoniae'~. La inspeccidn del espectro RMN 'H de 10s isdrneros (fig. 39) 
revela rnuy pequenas diferencias en 10s desplazamientos de las senales de 10s 
protones de C-26 y C-27. (para el isbmro 25R 6 3,44 (1 H, dd, J = 10,4; 5,5 Hz, 
HZ-26) y 3,35 dd (superpuesto con el solvente) y 6 0.93 (3H, d, J = 7 Hz, Hr27); 
T Con,pues~os aislados de hidia ludwigi 
para el isdmero 25s 6 3,45 (1 H, dd, J = 11; 5,5 Hz, Hz-26) y 3,34 (1 H, dd, Hz-26, 
debajo de la seflal del metanol), y 6 0.94 (3H, d, J= 7 Hz, H3-27). 
Los dos compuestos tampoco se diferencian apreciablemente en RMN 13c. 
(tabla 8). Las diferencias de A6 son tan pequefias que se aprecian mejor en el 
espectro de la mezcla. 
I - t I 
pp. 3.4 POI 1.0 
Fig. 39 - RMN 'H do lor isomeros 25R y 255 del compuesto (14) 
Tabla 8 - RMN "C de la cadena lateral dr (14) 25R y (14) 25s. 
Carbono 25R 25s 
C-22 37.3 37,5 
C-23 24,8 24,8 
C-24 34.7 35,O 
C-25 36,9 37,O 
C-26 68,6 68,6 
C-27 17.1 17.3 
Los epimeros (25R) y (25s) de esteroides hidroxilados en C-26 pueden 
diferenciarse en base al espectro de RMN 'H do sus Bsteres con 10s Bcidos (+)- 
(R)- y  (-)-(S)a-metoxia-(triflu0rometil)-bnilac6 (MTPA, reactivo de ~ ~ ~ h e r ) ~ '  
". En el espectro de RMN 'H del Bster con (+)-MTPA, las senales de 10s protones 
del metileno C-26 del isdmero 25s aparecen M s  cercanas entre sl  que en el 
isdmero 25R. Exadamente lo contrario ocurre con 10s 6steres con (-)- 
M T p A 1 ~ , l l O , l l l  ' 
Asi, en 26-hidroxiesteroides no sustituidos en C-24 10s protones 
metil6nicos de C-26 aparecen como un doblete a 6  4,21 en el dster con (+)-MTPA 
en el isdmero 25s. (lo mismo vale para el dster con (-)-MTPA del isdmero 25R). 
Por otra part@, en el dster formado por el eplmero 25R con (+)-MTPA (d 25s con 
(-)-MTPA) se observan 10s protones del W leno  C-26 como dos dobles dobletes 
a 6  4.08 y 6  4,24 (fig. 4 0 ) ~ .  
El W o  (+) 6 (-) MTPA se refiere a l  ester obtenido per reaccidm con el cloruro de hido (+)-R- y (-)-S- 
a - m e t o x i - a - ( t ~ i f l ~ e t i l ) ~ c o  xespedivamente~ 
Fig. 40 - RMN 'H de lor Bstem MTPA del compuesto (14) 
(isbmeros 25s y 25R) 
Con el objetivo de determinar la estereoqulmica del C-25 se trat6 (14) con 
el cloruro de 10s dcidos (+)- y (-)-a-rnetoxisr-(trifluorometi1)-fenilacetico 
obteniendose 3j3,26-di-(+)-MTPA y 3j3,26di-(-)-MTPA, respectivarnente. El 
espectro RMN 'H muestra 10s protones rnetiMnicos de C-26 corno un doblete a b 
4,21 (2H,d, J= 6,5 Hz) en el ester (+)-MTPA. Por otra parte, en el ester formado 
con (-)-MTPA se obsewan 10s protones del metileno de C-26 corno dos dobles 
dobletes a 6 4,12 (dd, J= 10,5; 6,5 Hz) y 6 4,30 (dd, J=10,5; 5,5 Hz). De &a forma 
queda establecida la configuracidn 25s de (14). 
Los compuestos (15) y (16) (fig. 41) presentan en su espectro FA6 de 
iones negativos un ion a rn/z 531 correspondiente a un esteroide 
pentaoxigenado monosulfatado. El analisis de 10s espectros de RMN 'H (parte 
experimental) y RMN 13c (tabla 7) de ambos compuestos muestra claramente la 
presencia de un esteroide 3p,5~,6P-trihidroxi sustituido. 
Fig. 41 - Compuesb (15) R1= sO$N~+ , RT- H 
(1 6) R1= H , R2= SOfNa* 
(17) RI= R2= H 
En el espectro RMN 'H de (15) se encuentra un doble triplete a 6 4,47 (J = 
3 y 9 Hz) correspondiente al H-15p y dos dobles dobletes a 6 3,40 (J= 10 y 5 Hz) 
y 6 3,28, junto a la seiial del solvente (CHMD), caracteristico de la seilal de 10s 
protones metilenicos de C-26, muy comdn en esteroides polihidroxilados de 
estrellas. La presencia del grupo hidroxilo de C-26 queda corroborada por la 
seiial a 6 68.5 ppm en el espectro de M N  ''c (fig. 41). Esta seiial fue asignada a 
C-26 en base al experiment0 DEPT (fig. 42) y distinguida asi de la de 68,4 ppm 
correspondiente al C-3. 
Con el objeto de establecer la estereoqulmica de C-25, se hizo reaccionar 
(15) con el cloruro de 10s gcidos (+)- y (-)a-metoxiu-(trifluorometil)-fenilac6tim 
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para dar 3p,26-dl-(+)-MTPA y 3j3,26-di-(-)-MTPA. En el espectro RMN 'H del 
product0 3p,26-di-(+)-MTPA se observaron dos dobles dobletes a 6 4,14 ppm (1 H, 
dd, J = 10 Hz y J = 5,5 Hz) y 6 4,24 ppm (IH, dd, J = 10 Hz y 5,5 Hz) en tanto que 
en el caso del ester 3p,26-di-(-)-MTPA se observaron tambien dos dobletes a 6 
4,14ppm(IH, dd, J =  IOHzy5,5Hz)y84,26ppm (IH,dd, J =  10Hzy5,5Hz), 
levemente aunque clararnente mds separados, indicando la configuracidn 25s del 
compuesto (15). (fig. 44). 
Fig. 44 - RMN 'H de lor 4steres MTPA del compuesto (1 5) 
La desviacidn de los valores "normalesn de 10s 6steres 3,26-di-MTPA de 
(15) no parece ser consecuencia de ta presencia del grupo sulfato voluminoso en 
el C-15a dado que por remocidn del grupo sulfato de (15) por desulfatacidn 
solvolltica para dar (171, preparacidn de Ios 6steres de Mosher 3p,26-di-(+)- 
MTPA y 3p.26-di-(-)-MTPA y posterior andlisis de 10s espectros de RMN 'H no se 
observaron cambios significativos en el espectro RMN 'H. (RMN 'H del 
compuesto (17) y sus Bsteres MTPA en parte experimental). Es posible, sin 
embargo, que en el compuesto (17) el hMroxilo de C-15a interaccione con el 
grupo MTPA de C-26 provocando camblos en la conformacidn de la cadena. Esto 
no ocurrirla en el compuesto (14) porque la presencia del grupo hidroxilo 16P 
podria provocar la proyeccidn de la cadena lateral lejos del anillo D. De esta 
forma, el desplazamiento de 10s protones del metileno C-26 en 10s Bsteres MTPA 
dependen de 10s sustituyentes del anillo D, sin embargo la comparacidn de 10s 
desplazamientos de 10s protones C-26 en los espectros de 10s dsteres (+) y (-)- 
MTPA permite asignar la estereoquimica del C-25. 
La presencia de una funcidn hidroxilo en C-26 es comljn en esteroides 
polihidroxilados aislados de estrellas. Sin embargo un grupo sulfato en esa 
posicidn es muy poco usual. Los dnicos ejemplos previos a (16) son 10s 
esteroides poli hidroxilados aislados de Slyrclcaster cam/r1* (fig. 45). 
' I 
It '  
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Fig. 45 - Compuestos sulfatados en C-26 aislados de Styracaster caroli 
Por otra parte, otros dos compuestoa conteniendo la misrna cadena lateral 
que el polihidroxiesteroide (161, per0 armo una mezcla de 10s isdmeros 25R y 
25s (18) y (19) fueron aislados del ofiuro Ophiarachna incra~sata"~ (fig. 46). 
Fig. 46 - Compuesto (18) (25R + 25s) 
(19) A5 (25R + 25s) 
En el espectro de RMN 13c totalmente desacoplado de (16) (tabla 6) se 
observan 27 carbonos. Mediante una secuencia DEPT se establece la presencia 
de cuatro metilos, diez metilenos, seis metinos, tres carbonos cuatemarios (uno 
oxigenado), tres -0CHR- y un -0CH2- . La comparacidn de 10s espectros de RMN 
'% de (16) con 10s de 10s armpuestos de referencia (15) y 5ualesta- 
3p,5,6p,l5a,26-pentoI ( 1 7 ) ~  permite establecer la presencia de una estructura 
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3P,5a,6P, 1 %,26-pentol. Las diferencias de desplazamiento qulmico de { I  6) 
relativas al pentol (17) observadas para el C-25 (-2,5 ppm) y C-26 (+5,4 ppm) 
permiten establecer la posicidn del grupo sulfato en C-26. AdemBs, la 
comparacidn de 10s datos de RMN "C de la cadena lateral con 10s de 10s 
compuestos de referencia (18) y (19) aislados de Ophiatachna incrassata 
confirman la posicidn C-26 ~ulfatada"~. 
La estructura (16) queda confirmada por analisis del espectro RMN 'H y 
su comparacidn con 10s de 10s compuestos (IS), el producto de desulfatacidn 
(17) y 10s esteroides sulfatados en C-26 (18) y (19). 
Cuando el espectro RMN 'H de (16) es medido en piridina-ds se observa 
un fuerte desplazamiento de la seilal del metilo C-19 respecto del espectro en 
metanol ( 6 1,74 vs 1 ,I6 en CDsOD). Esto es indicativo de una interaccidn 1,3- 
diaxial entre el rnetilo C-19 y el hidroxilo de C-6, confirmando la estereoqulmica P 
de este ~ustituyente"~. 
La solvdlisis en dioxanolpiridina de (16) rinde el producto desulfatado 
(17). En este producto el C-26 sufre un desplazamiento respecto al compuesto 
natural de 73,8 a 68,4 ppm. 
La configuracidn natural 20R (H-20a) asignada a 10s compuestos (14)- 
(17) se basa en el desplazamiento qulmico del metilo C-21. '15, 11s 
Con el objeto de establecer la estereoqulmica de C-25 del compuesto 
novedoso (161, se hizo reaccionar su producto de solvdlisis (17) con el doruro 
de 10s hcidos (+)- y (-)-a-metoxi-a-(triflu0~ometil)-fenilacMm obteniendose 38.26- 
dl-(+)-MTPA y 38,26-dl-(-)-MTPA, respectivamente. 
El espectm RMN 'H del Bster 3B,26-di-(+)-MTPA de (17) muestra las 
sefiales del metileno C-26 como dos dobles dobletes a 6 4,15 pprn (1 H, dd, J = 10 
Hz; 5,5 Hz) y 6 4,24 pprn (IH, dd, J = 10; 5,5 Hz). Para el Bster 3p,26-di-(-)-MTPA 
se observan tambiBn dos dobletes levernente mBs separados a (6 4,13 pprn (1 H, 
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dd, J = 10 Hz y J = 5.5 Hz)) y 6 4,26 ppm (IH, dd, J = 10 Hz y 5,5 Hz). En base a 
estos resultados se propone la configurgcidn 25s para el compuesto (16) en 
concordancia con el trabajo de Finamore eta/.? El producto de solvdlisis de (16) 
result6 ser el mismo compuesto que el obtenido por solvdlisis de {IS) (compuesto 
(17)). La desviacidn de 10s valores 'normlesw del ester 3.26-di-(+)-MTPA (17) 
puede ser consecuencia de la interaccidn del grupo hidroxilo en C-15u con el 
MTPA de C-26. 
La caracterizacidn estructural del compuesto (16) permitid identificar a 
cada eplmero en las mezclas de (18) y (19) aisladas del ofiuro Ophiarachna 
incra~sata"~. Por comparacidn de 10s valores de C-24, C-25. C-26 y C-27 (tabla 
9) se asignd la configuracidn 25R al epimero mayoritario y 25s al minoritario. 
1s . Tabla 9. Comparacidn de 10s datos de RMN C de las cadenas laterales de 
10s compuestos (1 61, (1 8) y (1 9). 
Carbono (18) (19) (16) 
20 37,OO (37,lO) 37.00 (37,lO) 36,60 
21 19,20 19,20 19,lO 
22 37,40 (37,30) 37,40 (37,30) 37,36 
23 24.51 (24,45) 24,51 (24,45) 24,33 
24 34,77 (34,88) 34,71 (34,88) 34,88 
25 34,36 (34,40) 34,36 (34,41) 34,42 
26 74,08 (73,96) 74,08 (73,96) 73,85 
27 17,04 (17,25) 17,W (17,25) 17,33 
a Valores relativos al pia, central del CD30D = 49 ppm. 
Mezcla de 10s isdrneros 25R- y 25s-. Los valores entre parbntesis 
corresponden a 10s desplazamientos del isdmero minoritario. 
Esteroles de Luidia htdwigi 
1.5 - ESTEROLES DEL MEROIDEO Luidia ludwiai 
Los esteroles de asteroideos y holdurias se componen en general de una 
rnezcla compleja de compuestos de &, &, C28 yC29, en la que predominan las 
19,117 estruduras mono (A') y diinsaturadas . 
El extract0 etandlico de la estrella Luidia ludwigi Scoffi Bell (1917) se 
purificd por elucidn a trav6s de una columna de Amberlite XAD-2, y se 
cromatografid luego por Sephadex LH60 corno ya se describid. Las fracciones (10 
ml) fueron analizadas por ccd en silica con n-BuOH-AcOH-Hz0 (4:5:1) (fase 
superior) corno solvente de desarrollo y revelando pot pulverizacidn con H2S04 y 
calentamiento en estufa a 105 OC. Las fracciones 33-44 contenlan la mezcla cruda 
de asterosaponinas, las fracciones 45-55 la rnezcla de esteroides polihidroxilados 
mientras que la fraccidn 56-80 contenfa la rnezcla de esteroles. La purificacidn de 
las dos primeras fracciones ya se desuibib. 
La rnezcla de esteroles se fraccionb por CLAR de fase reversa 
obteniendose 6 subfracciones. Cada subfraccidn se analizd por CG-EM y RMN 
1 H. Se identificaron esteroles mono y diinsaturados aunque no se aislaron 
esteroles A' ni esteroles A'~ (tabla 10). 
TABLA 10. Esteroles aiclados de Luidia ludwigi 
No esterol TRR* % 
CG CLAR (CG) 
{ZO) (22E)-24-Norcolesta-7,22dien-3$-0l 0,84 0,72 1,5 
{21) (22E)-24-MetiI-27-norcolesta-7,22dien-3$-ol 0,93 0,82 7,7 
(122) Colestan-3p-01 0,94 1 ,I2 3,9 
(23) (22E)-Colesta-7,22dien-3p-ol 0,96 0,82 12,2 
{24) Colest-7-en-3P-01 1,OO 1,OO 29,4 
{25) (22E)-(24S)-24-MetiIcolesta-7,22dien-3$-ol 1,05 0,92 19,8 
{26) 24-Metilcolest-7-en-3P-ol 1,091,12 8,3 
{27) 24-Metilwlesta-7,24(28)dien-3B-01 1,110,82 5,7 
{28) 24-Etilcolesta-7,22dien-3P-01 I I 2,3 
{29) 24-Etilcolest-5-en-3P-01 1,23 1,20 2,6 
* Tiempo de retencidn relativo (TRR) respecto a colest-7-en-3P-01. 
Los compuestos (201, {24), {2S), y @9) se obtuvieron corn compuestos 
puros en las fracciones 1,4,3 y 6 respectivamente. La fracci6n 2 (TRR CLAR 
0.82) conten la 10s esteroles (211, (23) y (27) y representaba el 29,6% de la 
mezcla de esteroles. El espectro RMN 'H de la fracddn 2 present6 sefiales a 6 
4,65 y 6 4,70 ppm correspondientes a 10s hidrdgenos vinllicos de C-28 del esterol 
(27). En el RMN 'H de la mezcla fue posible asignar ademds un doblete a 6 0.93 
ppm correspondiente a1 metilo secundario (G24) del amuresterol ((22E)-24-Metil- 
27-norcolesta-7,22-dien=3p-01)'~. En la fraccidn 5 se identifid el esterol{26} y 10s 
compuestos minoritarios (22) y (28). 
Los espectros RMN 'H de 10s esteroles aislados muestran las senales de 
los metilos C-18 y C-19 a 6 0,54 y 0.80 ppm, respectivamente. y son valores 
tlpicos de esteroles AT. 
En 10s compuestos diinsaturados se observd la sefial del metilo C-21 como 
un doblete a 6 1,01 ppm, desplazado 0,l ppm a campos bajos debido a la 
presencia del doble enlace tmns A? 
La estereoqulmica 24s del Stellasterol (25) quedd establecida a partir del 
espectro RMN 'H dado que 10s metilos G26, C-27 y C-28 aparecen como 
dobletes a 6 0,838.0.822 y 0.910 ppm de acuerdo a lo reportado por ~ o a d " ~ .  
En el caso de 24-etilcolest-7-en-3$-ol(29) la asignacidn de la 
estereoqulmica es complicada dado que si bien 10s grupos etilo e isopropilo no 
son equivalentes en ambos eplmeros, la diferencia de desplazamiento qulmico es 
menor que en los eplmeros 24-meti10"~. 
El primer trabajo que informa acerca del contenido de esteroles de una 
estrella de la costa patagdnica argentina fue realizado con Cosmastefias luridam 
por nuestro mismo grupo de trabajo. El estudio de los esteroles de Luidia ludwigi 
es el segundo informe en ese sentido. 
La distribucidn de esteroles A7 en el phylum Echinodermata es una 
evidencia a favor de la relacidn filogenetica entre asteroideos y holoturias. 
Es interesante notar la ausencia de 4-metilesteroles y esteroles Awl 
encontrados en esponjas"@. 
Los dos esteroles mayoritarios de Luidia ludw&i son colest-7-en-3p-ol y 
(22E)-(24S)-24-metilcolesta-7,22-dien-3p-ol en coincidencia con Cosmasterias 
lurida. Por otro lado, 24-etilcolest-7-en-3$-01, el componente principal de la 
rnezcla de esteroles de pepinos de mar"', esta presente en asteroideos aunque 
en mucha menor proporcidn (C. lurida (5,8%) y L. ludwigi (8.3%)). 
Esteroles de Luidia h W g i  
En ambas estrellas se encontraron importantes cantidades relativas de 24- 
metilesteroles (tabla 11). Es importante notar la abundancia de (22E)-colesta- 
722-dien-3fl-ol{23) no encontrado en Comastenas lun'da aunque sf como 
componente minoritario en otros asteroideos como Astedas amurensis (1,8 %), 
Asterina pectinlfera (5.8 %) 6 Certonardoa semiregularis (3,2%lR. 
El 1 1,6 % de la composicidn de esteroles en C. lurida corresponden a 24- 
etil-A7-esteroles mientras que en L. l&w@iese porcentaje es mucho rnenor (4,Q 
%). Esteroles 24-etil-A' estdn siempre presentes en asteroideos aunque su 
porcentaje es variable (1 3,3 % en A. pectrhfem, 2,5 % en Di'stoasfenas 
sticantha). Todas las especies de asteroideos estudiadas contienen cantidades 
importantes de esteroles y Ca aunque biosinteticarnente se ha probado que 
estos organismos son incapaces de bimintetizar 24-alquil-esteroles. Por otra 
parte 10s esteroles A7 provienen de la Motransformacidn de esteroles A5 (fig. 17). 
120,121 siendo estos dltimos, en la mayor parte de 10s casos, de origen dietario . 
TABLA 11 - Comparaci6n del contenido de esteroles de dos asteroideos del 
Atlantic0 Sur. 
Compuesto % Luidia ludwigi % Cosmasterias lurida 
Colest-7-en-3P-01 29'4 20,3 
(22E)-colesta-7,22dien-3p-oI 12,2 - 
24-metil-AT-esteroles 41,5 39,5 
24-etil-b7-esteroles 4,9 11,6 
2. PHYLUM ECHINODEmfA - CLASE ECHINOIDEA 
2.1 - EST EROLES DEL EQUINOIDEO Encone emaminata 
Los equinoideos son animates de arerpo globoso o hemisferico, limitado 
por un sdlido caparazbn constituido pot plztcas rnineralizadas y yuxtapuestas. 
Contienen la boca y el ano situados en 10s extremos del eje vertical que coincide 
con el eje de simetrla pentagonal. En el caparazdn hay espinas, pedicelos y 
esferulas. La simetrla es pentagonal, confundida en las llamadas especies 
irregulares. 
El equinoideo Encope emarginata (Leske, 1778), muy comSln en el Atldntico 
Sur, h e  recolectado (4 kg) cerca de la costa de Mar del Plata en 1993 e 
identificado por el Dr. Alejandro Tablado del Museo de Ciencias Naturales 
"Bernardino Rivadavia" en donde se conserva una muestra con el No 31.238. Se 
separd el aparato masticatorio (0,l g) del cuerpo de cada ejemplar y cada parte 
se analizd por separado. Se homogeneizd el material en MeOH, se filtrd y el 
sdlido se extrajo con AcOEt. Los extrados orgdnicos se juntaron y se llevaron a 
sequedad. El residuo fue disuelto en MeOH-Hz0 (9:l) y se extrajo con n-hexano 
dos veces. La fase de n-hexano se concentrd a presidn reducida y el residuo 
resultante se sometid a una cromatografla en columna de fase reversa Davisil 
C18 (35-754 eluyendo con mezclas de MeOH:H20 (?:I - 9:1), MeOH, 
Me0H:AcOEt (1:l) y AcOEt. Las Oltimas dos fracciones contienen esteroles. 
Estas fueron purificadas por cromatografla en columna de sllica gel eluyendo con 
12CH2:hexano (1:1), CQCH:! y C12CH2:MeOH (1:l). La mezcla purificada de 
esteroles fue fraccionada por CLAR obtenhdose 10s esteroles puros que fueron 
analizados por CG-EM y RMN 'H. 
En un trabajo previo con este organisrno se ah16 un pigmento quindnico 
(fig. 47) ampliamente distribuido en equin~idsos'~~, pero no se estudid su 
contenido en esteroides. Los pigrnentos quinoideos son comunes en 
microorganismos y plantas, pero en el reino animal se encuentran sdlo en 
equinodermos. Son caracterlsticos de erizos y lirios de mar. La composicidn de 
10s pigmentos en erizos comprende de 2 a 6 componentes. Su concentracidn en 
la rnezcla varia con las condiciones ambientales y el estadlo de desarrollo del 
animal. El color tambi6n es variable. 
Fig. 47 - Naftoquinona aislada de Encope emarginata 
Es sabidom que dentro de las cinco clases del phylum Echinodemata, en 
10s pepinos de mar (Holoturoideos) y estrellas (Asteroideos) predominan esteroles 
A', mientras que en lirios de mar (Crinoideos), erizos y ddlares de arena 
(Equinoideos) asl como en ofiuros (Ofiuroideos) son mayoritarios 10s esteroles A'. 
Con el objetivo de analizar el contenido de esteroles de Encope emarginata 
y establecer qu6 contribucidn a ese contenido tienen la bioslntesis de novo y la 
asimilacidn o modificacidn de esteroles dietaries se estudid el contenido de 
esteroles del aparato masticatorio y del resto del organism0 por separado. 
Las dos mezclas de esteroles analizadas contienen esteroles As con una o 
dos insaturaciones (tabla 12). 
Estemles de Encope emargfnata 
Tabla 12 - ESTEROLES DE Encope emarginata 
* Tiempo de retencidn relativo (TRR) respecto de colest-5-en-3P-ol (33). 
t Composicidn de esteroles del aparato masticatorio. 
$ Composicidn de esteroles del resto del organismo. 
El colesterol representa en ambos casos m&s del70% de la mezcla de 
esteroles. Los espectros de RMN 'H de los wmpuestos con dos insaturaciones, 
(22E)-24-norcolesta-5,22-dien-3p-o1 (30). 22-dehidrocolesterol (32) y (22E)-24R- 
metilcolesta-5,22-dien-3p-ol (34) (brasicasterol), presentan las seiiales de 10s 
metilos C-18 y C-19 a 6 0,70 y 1,01 ppm, y un doblete correspondiente al metilo 
C-21 a 6 I ,O I, consecuencia del doble enlace A= (trans). 
La estereoqulmica del C-24 en el brasicasterol (34) queda establecida por 
el espectro RMN 'H quo presenta 10s dobleteg de 10s metilos C-26, C-27 y C-28 a 
6 0,836,0,819 y 0.91 I de acuerdo con lo infamado por Rubinstein et al"'. 
lhteroles de Encope emarginata 
Los compuestos 24-metilcolesta-5,24(28)-dien-3$-ol (35) y 22- 
dehidrocolesterol (32) eluyeron como una mezcla (77% y 22% resp.) en la CLAR 
de ambas mezclas de esteroles. El espedro de RMN 'H de la rnezcla muestra 
sefiales a 6 4.65 y 4.70 ppm correspondientes al metileno C-28 confirmando la 
presencia de (35). 
Ambas fracciones contienen (24R)-24-metilcolest-5-en-3~l (36) 
(campesterol) y 24-etilcolest-5-en-3P-ol (37) con abundancias cercanas a 9 y 3% 
respectivamente, y baja abundancia (< 1 %) de 24-metil-27-norcolesta-5,22-dien- 
3P-ol(20). La configuraci6n 24R(a) del compuesto (36) se confirma por el 
desplazamiento de las senales de 10s protones de C-27 y C-28 en su espectro 
RMN 'H . 
Del aparato masticatorio se aislaron ademas de 10s esteroles de la tabla 
11,24-etilcolesta-5,22-dien-3~-ol (estigmasterol) (381, colestan-3P-ol (39) y 
colest-4-en-3-ona (40). 
De esta forma, 10s esteroles mas abundantes aislados de Encope 
emarginata son colesterol, campesterol, brasicasterol y 22-dehidrocolesterol junto 
a cantidades menores de 24-metilcolesta-5,24(28)-dien-3~l (351, (22E)-24- 
norcolesta-5,22-dien-3P-ol (30) y 24-metil-27-norcolesta-5,22-dien-3~-ol (31). 
Todos ellos son esteroles A' muy comunes ya encontrados en equinoideos. 
except0 24-rnetil-27-norcolesta-5,22dien-3$-ol (31). El epimero 24R de este 
dltimo (occelasterol) h e  encontrado en el phylum Echinodennata en el ofiuro 
Ophioderrna longicauduma. Adeds, grandes cantidades de occelasteml y de 
(22E)-24-norcolesta-5,22-dien-3P-ol (30) fueron aislados del dinoflagelado 
Gymnodinium  simplex'^ resultado que es indicative del origen dietario de estos 
noresteroles. 
Por otra parte, no se detect6 desmsterol (colesta-5,24-dien-3p-01) en 
Encope emarginata aunque si fue encontrado en Echinus acutuslq Echinus 
esc~lentus~~' y Temnopleurus toreumatudP. 
La abundancia de brasicasterol (34) (8 %) en la mezcla de esteroles del 
aparato masticatorio respecto de la del re&o del equinoideo (5,4 %) constituye un 
resultado interesante. Brasicasterol es un componente del fitoplancton'" y un 
precursor en la bioslntesis de occelasterol y (22E)-24-norcolesta-5,22-dien-3~l 
(30) por dos demetilaciones consecutivas. 
Por irltimo, estigmasterol, colestan-3P-ol y colest-4-en-3-ona se 
encontraron s61o en el aparato masticatorio. Estigmasterol fue previamente 
aislado de 10s equinoideos Echinus acutus y Paracentrotus lividus' W. Colestan-3p- 
ol y colest-4-en-3-ona se encuentran aqui por prirnera vez en equinoideos aunque 
fuemn aislados de dinoflagelados". Su presencia en cantidades de trazas est4 
de acuerdo con su posible origen dietario. 
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3 - PHYLUM ECHINODE-TA I CLASE 0 PHIURWDEA 
Los ofiuros presenan una forma caracteristica distinta de la de 10s 
asteroideos. Ademds 10s vigorosos movimientos de los brazos 10s distinguen 
fdcilmente de 6stos ultimos. No obstante, se sabe que 10s ofiuros fdsiles 
presentaban estructuras prdximas a 10s as:::oideos, por lo que los dos grupos 
e&n emparentados. Se conocen unas 2000 especies, pertenecientes a 250 
generos, dispuestos en 4 brdenes. Los ofiuros presentan casi siempre cinco 
brazos, sin embargo, unas pocas especies presentan de manera regular seis o 
siete brazos. En las especies mds pequefias, el disco y 10s brazos pueden 
presentar un didmetro conjunto de sdlo unos millmetros, mientras que las grandes 
pueden tener un didmetro de hasta 50 cm, con un disco de 10 cm. Los ofiuros se 
enwentran en todos 10s odanos, desde la zona intermareal hasta las grandes 
profundidades y con frecuencia en densas poblaciones de hasta millones por 
hectdrea. Los representantes de seis familiers se encuentran en profundidades de 
3000 m; 10s g6neros Ophium, Amphiophium y Ophiacantha llegan por debajo de 
10s 7000 m. 
La bosqueda de rnetabolitos secundarios en asteroideos (estrellas) y en 
holoturoideos (pepinos de mar) recibid marcada atencidn en 10s Oltimos afios. Por 
el contrario, son muy pocos 10s trabajos publicados sobre el aislamiento de 
compuestos esteroidales de ofiuros (la prirnera publicacidn sobre el aislamiento 
de esteroides polihidroxilados sulfatados de ofiuros fue en 19857. Dentro de este 
t ip  de compuestos se encontraron: 
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a) esteroides polihidroxilados sulfatados. 
En contraste con la hidroxilacidn en C-26 y sulfatacidn en C-3p comdn en 
10s compuestos esteroidales aislados de estrellas, 10s esteroides polares de 
ofiuros se caracterizan por la hidroxilacidn y sulfatacidn en C-3a y en C-21. En 
asteroideos, esteroides sulfatados en C-21 sdlo fueron encontrados en la estrella 
~uretaster ins&~nis~~. Otras caracterlsticas distintivas de los esteroides polares de 
ofiuros son la hidroxilacidn en C-I I y C-12 y algunas veces en C-2, C-4 y C-5 y la 
fusidn cis de 10s anillos NB o la presencia de un doble enlace A'. 
Los espectros de RMN "C proveen una buena diferenciacidn entre las 
cadenas laterales hidroxiladas en (2-26, cormSn en esteroides polihidroxilados de 
estrellas y 10s esteroides hidroxilados en C-21 de ofiuros. 
Los esteroides sulfatados en C-21 muestran en sus espectros de RMN 13c 
las sehales de C-26 y C-27 a 6 23,O y 23,l ppm y la seRal del grupo -CH20H 
a 63,4 ppm, rnientras que en 10s hidroxilados en C-26 aparecen 10s rnetilos a 17'3 
ppm (CH3-27) y 19,2 ppm (CH3-21) y la mflal del hidroxirnetileno (-CH20H) a 6 
68,4 ppm. 
b) glicdsidos de esteroides polihidroxilados 
Del ofiuro del Mediterrdneo Ophiodenna l~ngicaudum'~ se aislaron dos 
glicdsidos esteroidales (Longicauddsidos A y B) (fig. 48). Ambos tienen una 
aglicona de tipo Sa-colesta-3a,6P,12P,2?-tetrol, un grupo sulfato en C-3 y el 
rnonosadrido (P-D-xilosa y p-D-glucosa) en C-12. Estos compuestos son hasta el 
momento 10s dnicos glicdsidos aislados de ofiuros. 
c) esteroles 
Existen muy pocos antecedentes respecto al estudio de esteroles de 
ofiuros. Los esteroles principales de OpModema longicaudumw o de Ophiocoma 
insulanaR son colest-5-en-3pol y (22E, 24S)-24-metilcolesta6,22dien-3p~l. No 
se han aislado de esta clase de organisrnos monohidroxiesteroles de estructura 
novedosa. 
- - - - 
l 
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Fig. 48 - Longicaud6sidos A y B, glic6sidos esteroidales sulfatados 
air lados de Ophiodema l~ngicaudum'~ 
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Conrpuestos bfoactivos de Ophioplocus jmarii 
3.1 - EXTRACCI~N Y PURIFICACI~N DE LOS COMPUESTOS BKlACTNOS de 
OD~~OD/OWS hn~mn'i  
El primer ofiuro estudiado en este trabap es Ophioplocus januarii (Liitken, 
1856). Esta especie es posible encontrarla desde las Antillas hacia el sur, por la 
costa brasileiia hasta la lsla Castillo (Uruguay) y en el Mar Argentino desde la 
desembocadura del Rlo de la Plata hasta el Golfo Nuevo. Es una especie tropical 
y subtropical, muy abundante en el Golfo de San Matlas. Se la ha encontrado en 
profundidades de hasta 180 m. El didmetro del disco puede variar de 4,5 a 22 
mm. 
El material de este trabajo fue recolectado en 1993 en Bajo Oliveira (1 ,I 
kg), cerca de San Antonio Oeste, en la costa patagdnica argentina (41" de latitud 
sur). Fue identificado por el Dr. Alejandro Tablado del Museo de Ciencias 
Naturales "Bernardino Rivadaviau donde se conserva un organism0 "voucher" 
identificado como MACN No 31.239. 
Los organismos fueron congelados a -20 OC inrnediatamente despu6s de su 
recoleccidn y extraldos con MeOH. El material sdlido del extracto fue separado 
por centrifugacidn y el extracto metandlico concentrado a presidn reducida. El 
residuo se particiond entre n-hexano y agua, y la fase acuosa se extrajo con n- 
BuOH. El extracto butandlico se concentrd en evaporador rotatorio y se purificd 
por una colurnna de Sephadex LH20 (80 cm x 4 cm d. i.) utilizando metanol como 
solvente de elucidn. Se colectaron fracciones de 10 ml y se analizaron por ccd de 
sllica gel (n-BuOH:AcOH:H20 (4:5:1), fase superior) y de fase reversa (MeOH:H20 
(65:35)). En ambos casos se reveld por pulverizacidn de la placa con H2S04 y 
posterior calentarniento en estufa a 105OC. La purificacidn final se realizd por 
qE B d lone C r  utilizando cromatografla llquida (CLAR) con una co umna on c 
MeOH:H20 (50:50) como solvente de desacrollo. Se obtuvieron cuatro 
compuestos puros 5j3-Colesta-3~,4a,l1~,21-tetrol3,21-disulfato (41) 8,2 mg, 5j3- 
colesta-3a,4a, 1 1 P,21 -tetrol-24(28)-ene 3.21 disulfato (42) 6,4 mg, 5j3-colesta- 
3a,4a, 1 1 p,21 -tetrol-(22E)-22-eno 3,21disulfato (43) 6,3 mg y 5p-24-norcolesta- 
3a,4a, 1 1 P,21-tetrol-(22E)-22-eno 3,21 -disulfato (44) 3,5 mg. 
El compuesto (44) result6 novedoso. Los esteroides (411, (42) y (43) 
fueron aislados previamente de 10s ofiuros Ophiocoma dentata, Ophiarthmm 
elegans y Ophiarachna incmssata1*. 
Los cuatro esteroides polares aislados de Ophioplocus januani' presentan 
grupos sulfato en C-3a y C-21,los anillos A/B fusionados en cis, y grupos 
hidroxilos en 10s carbonos C-4a y C-11 p. 
El espectro FAB de iones negatives del compuesto (41) (fig. 49) muestra 
el ibn cuasimolecular a mlz 631 (pequefio) y 617 (pico base) correspondientes a 
las sales de potasio [(M(SO3K)(SOi)] y de sodio [(M(SOsNa)(SW)] del dianibn. 
Se observan ademas fragmentos intensos de rnlz 513 y 497 correspondientes a 
las perdidas de NaS03 (+H) y NaHS04a partir de 617. En el espectro FAB de 
iones positivos aparecen senales a mk 663 [M + Na'] y mlz 679 [M + f]. 
Fig. 49 - Compuesto (41) 
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En el espectro RMN "C de (41) se observan 27 carbonos de 10s cuales 
cuatro son metilos, diez metilenos, siete metinos, dos carbonos cuaternarios, tres 
-0CH- y un -0CH2-. El espectro RMN 'H confirma la existencia de cuatro grupos 
metilo, dos unidos a C cuaternarios (6 0,91, s, Hr18 y 6 I ,13, s, Hs19), y dos 
correspondientes al grupo isopropilo (0,87 H3-26 y 27). Muestra adeds  una 
seiial a 6 3,99 (IH, dd, J = 10; 6,3 Hz) tlpica del grupo -0CH2- de C-21. El otro 
hidrdgeno del rnetileno C-21 aparece a 6 4,21 (dd, J = 10; 3,5 Hz), parcialmente 
superpuesto con un multiplete que integra para tres hidrdgenos. Los valores de 6 
y J de 10s protones del metileno C-21 son comparables con 10s observados en 
otros esteroides sulfatados en C-2lmoU. La presencia en RMN 13c de las seiiales 
de 10s metilos C-26 y C-27 a 6 23,O y 23,l ppm confirma la cadena lateral 
propuesta1=. El espectro RMN 'H de (4) muestra adeds  las seiiales de H-3P, 
H-4P e H-I l a  corno un multiplete a 6 4,19. La orientacidn axial (P) del hidroxilo de 
C-I I se justifica por el desplazamiento a campos bajos de 10s metilos angulares 
(6kis 0,91; &IS 15,l; 6M.-1@ 1,18; 6~19 27,4) dada la interaccidn 1,3-diaxial de 
ambos metilos con el hidroxilo 1 ID. El dwplazamiento qufmico del metilo C-19 a 
&27,4 estd de acuerdo con la fusidn cis de los anillos AIB. El compuesto 5P- 
colesta-3a,k, 1 I P,2 1 -tetra01 3,21 disulfato (41) fue aislado previamente de 
Ophiocoma dentata, Ophiarthwm elegans y Ophiamchna incrassatal? 
El produdo de solvdlisis de (41) muestra en su RMN 'H los protones del 
grupo hidroximetileno a 6 3,69 (dd, J = I I; 4,5 Hz) y 6 3.74 (dd, J = 1 I; 3 Hz) y 10s 
hidroximetinos a 6 4,22 (c, J = 2,5 Hz, H-I I), 3,90 (t, J = 4 Hz, H-4) y 3,62 (dt, J 
=I2 Hz; 3,5 Hz, H-3). Por irradiacidn a 6 3,62 (H-3) se transforma la seiial de H-4 
en un doblete (J = 4 Hz) y por irradiacidn a 6 3,90 (H-4) se transforma el doble 
triplete a 6 3,62 en un doble doblete (J = 12; 4 Hz). Uno de los hidroxilos se 
encuentra a a un carbon0 con un &lo hidrdgeno mientras el otro es vecino de un 
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carbono metilenico, lo cual estd de acuerdo con su ubicacidn en C-4 y C-3, 
respectivamente, corno lSnica posibilidad en un esqueleto esteroidal. 
La orientacidn ecuatorial del hidroxilo de C-3 se define sobre la base del 
acoplamiento axial-axial (J = 12 Hz) del hidrdgeno de C-3 con el hidrdgeno axial 
del C-2. El valor de J (4 Hz) de la serial de H-4 esta de acuerdo con su 
orientacidn ecuatorial. 
La posibilidad de una estructura 5aalesta-3P,4$,11 j3-trihidroxi se descarta 
mediante el dlculo del desplazamiento del metilo C-19 a 6~ 1,33 ppm usando 10s 
pardmetros de increment0 por sustituyente de ~ r n o l d s ' ~  y b 17,9 ppm sobre la 
base de 10s efectos de sustituyentes para esteroides polihidro~ilados'~. Ambos 
valores esun alejados de 10s experimentales (& 1 ,I6 y b 27,4 ppm). 
El compuesto (42) (fig. 50) muestra en su espectro FAB de iones . 
negativos la especie correspondiente al Mn cuasimolecular a m/z 629, doce 
unidades de masa mayor que el compuesto mayoritario (41) (m/z 617). Se 
observan ademas iones a mlz 525 (629 - NaSG + H) y mlz 509 (629 - NaHS04). 
La comparacidn de 10s datos de RMN "C con 10s de (41) (parte experimental) 
sugiere para el compuesto (42) una cadma lateral que incluye un carbono 
exometil6nico. El espectro RMN 'H contiene las senales oleffnicas corno 
singuletes anchos a 6 4,72 y 4,74 y las senales de CHr26 y CHs-27 a 6 1,06 (6H, 
d, J = 7 Hz). Por otra parte en RMN "C se observan dos carbonos oleffnicos a 6 
106,9 ppm (CH2) y 6 157,9 ppm (C). El compuesto (42) es identico al aislado 
previarnente como componente minoritario de Ophiocoma dentata? 
Compuakw bioactivos de Ophioplocus januarii 
Fig. 50 - Compuesto(42) 
El espectro FAB de iones negatives del compuesto (43) (fig. 51) presenta 
un idn cuasimolecular de mlz 615, dos unidades de rnasa menor que el de (41). 
Otros fragmentos importantes son 51 1 (615 - SO3Na - H) y 495 (615 - NaHS04). 
El espectro RMN 'H muestra 10s hidr6genos oleffnicos a 6 5,25 (IH, dd, J = 8; 15 
Hz, H-22) y a 6 5,41 (1 H, m, H-23). AdemBs, la presencia del doble enlace AZ 
provoca el desplazamiento del metilo C-18 a 6 0,94 y un pequeflo desplazamiento 
de uno de 10s hidrdgenos del metileno C-21 a 6 3,80 (6 3,99 en (41)). Los 
carbonos oleflnicos aparecen en el especbo RMN 13c de (43) a 6 131.0 ppm (C- 
22) y 6 134,O ppm (C-23). Este compuesto se diferencia del compuesto 
mayoritario (41) dnicamente en el doble enlace AaE de la cadena lateral y 
tambien fue encontrado con anterioridad a este trabajo en Ophiocoma dentatells. 
Fig. 51 - Compuesto (43) 
El compuesto novedoso (44) (fig. $2) presenta en su espectro RMN 13c 26 
senales. Mediante un experiment0 DEPT se revela la presencia de cuatro metilos, 
siete metilenos, siete metinos, dos carbonus waternarios, tres grupos -0CHR- , 
un grupo -0CH2- y un doble enlace disustbido. El espectro FAB de iones 
negativos de (44) muestra el ion cuasirnolecular a m/z 601 [M(SO&la)(SOs')] y 
picos intensos a mlz 497 y 479 correspondisntes a los fragmentos obtenidos por 
las pdrdidas de NaS03 con transferencia de protdn 1601 - NaS03 - HI y NaHS04 
[601- NaHSOs]. 
El espectro RMN 'H de (44) contiene dos singuletes a 6 0,93 y 1 ,I5 ppm 
asignados a 10s metilos C-18 y C-19, respectivarnente, y dos dobletes 
superpuestos a 6 0,96 (6H, d, J = 6,6 Hz) correspondientes a 10s metilos de un 
grupo isopropilo. Las senales a 6 3,90 (IH, dd, J = 9,2; 6,2 Hz, H-21) y 6 4,17 (4H, 
m) son tipicas de una sustltucidn h, I I pdihidroxi 3a,21 -disulfato del esteroide. 
Los valores de 6 de 10s metilos C-18 y G I 9  reflejan la presencia del grupo 
hidroxilo 1 1 $, dada la interacci6n 1,3-diaxlal con 10s dos metilos angularesl". El 
desplazamiento a campos bajos del rnetik C-19 en el espectro RMN I3c (ac 27,4 
ppm) indica una fusidn cis de 10s anillocr M. El espectro de RMN 'H muestra 
ademds, dos senales oleflnicas a 6 5,25 (1 H,dd, J = 15,l; 7,8 Hz, H-22) y 6 5,43 
(1 H,dd, J = 15,l; 6,2 Hz, H-23) indicando un doble enlace trans. En el espectro 
COSY 'H - 'H de (44) 10s protones oleffnicos correlacionan entre s i  y el de 6 5.43 
se acopla a su vez con H-25 (6 2,21). Este llltirno correlaciona con 10s rnetilos del 
grupo isopropilo a.6 0,96 (d, J = 6,6 Hz). El desplazamiento en RMN 13c de 10s 
carbonos 20 y 21 a 6 46,6 y 71,5 ppm, respectivamente, tambi6n observado en el 
compuesto (431, confirma la presencia del doble enlace A=. 
El compuesto (44) presenta la misrm unidad tetraclclica que los otros 
compuestos aislados de este organism per0 la cadena lateral tiene un carbon0 
menos. La comparacidn de 10s datos espectroscdpicos de (44) con 10s de 
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compuestos relacionados 138,138 que presentan la misma cadena lateral permite 
esta blecer una estructura (22E)-5P-24-norcolest-22-en0-3~,4a, 1 1 P,2 1 -tetra01 
3,21-disulfato. 
Fig. 52 - Compuesto (44) 
La configuracidn 20R (configuracidn natural) de 10s esteroides de 
Ophioplocus januarii se asignd por analogia con otros esteroides 20R aislados de 
ofiuros. Esta configuracidn se asigna por comparacidn de 10s RMN 'H con 10s de 
10s (20R) y (20S)-colest-5-en-3P,2l-diol sint8ticos. En el RMN 'H del isdrnero 
(20R) se observa un singulete a 6 3,70 (CHzOH), mientras que en el isdmero 
(20s) aparece un multiplete centrado a 6 3,6214. 
ACTMDAD BIOL~GICA DE LOS ESTEROIDES SULFATADOS 
Los esteroides polihidroxilados sulfratados muestran importantes 
actividades bioldgicas tales como actividad antiviralm o inhibicidn de quinasas de 
tirosina (PTK). La inhibicidn de estas enzimas, de importancia en el control del 
&ncerl4l, estimuld la bdsqueda de antagonistas de PTK como posibles agentes 
antican~erigenos'~. Sin embargo, un muy pequeho ndrnero de productos marinos 
143-147 muestra inhibici6n de PTK . 
Anderson y cot." investigaron la advidad antiviral de cuatro compuestos 
aislados de ofiuros contra el virus del herpes observdndose moderada actividad 
en 10s compuestos (45) y (45') y carencia de actividad a las concentraciones de 
trabajo (1 y 10 pglml) para 10s otros dos compuestos. (El compuesto (47) fue 
aislado tambidn en este trabajo) 
Fig. 53 - Cornpuestos ensayados respecto de su actividad antiviral 
por Anderson y colm. 
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En un trabajo rnuy reciente, McKee y col.'" estudiaron la actividad anti HIV- 
1 y HIV-2 de 22 esteroides sulfatados aisldos de esponjas, asteroideos y ofiuros 
(fig- M). 
Fig. 54 - Compuestos aislados de ofiuros testeados respecto de su 
actividad ant1 HIV-1 y HN-2 por Mackie et al"' 
Los esteroides de ofiuros estudiados por McKee et at" inhiben el efecto 
citopdtico de la infeccidn por HIV-1 en dlulas CEM-SS con valores de ECso entre 
86 y 241pM (a excepcidn de (55) que no muestra actividad). La concentracidn 
de esteroide requerida para inhibir la replicacidn viral es, sin embargo, mayor 
(cercana al doble) que la necesaria para producir un nivel de citoproteccidn 
comparable. 
La actividad de los esteroides de esbzellas y ofiuros estudiados no se 
rnodiftca sustancialmente por incorporacih de un doble enlace A'~" o por la 
presencia de posiciones oxigenadas en la cadena lateral. La actividad 
desaparece por oxigenacidn del anillo D. De los esteroides disulfatados 
estudiados (481, (49) y (52) resultam los m4s efectivos en la inhibicidn del 
efecto citopdtico. Sin embargo no fue egtudfado el efecto producido por 
modificaciones en la cadena lateral. En general, aquellos esteroides activos 
contra HIV-1 resultarm activos tambien contra HIV-2. 
De 10s compuestos de ofiuros probados pot McKee et a/., el compuesto 
(50) h e  aislado en este trabajo de tesis del ofiuro Ophiocoma echinata (Lamarck, 
1816), y 10s esteroides (52) y (55) de A8fmfoma agassidi (Lyman, 1875). El 
esteroide (54) fue aislado en este trabajo del ofiuro Ophioplocus januad (Liitken, 
1 856) y tambien de Ophiocoma echinata (Lamarck, 1 8 1 6). 
ACTMDAD ANTMRAL DE LOS COMPUESTOS AISLADOS DE 
En este trabajo se estudid la antividad antiviral de 10s compuestos aislados 
de Ophioplocus januarii contra cuatro v i m  pat6genos en humanos: virus del 
Herpes simplex tip0 1 (HSV-I), virus Junin (JV), virus sincitial respiratotio (RSV) y 
virus del polio (PV). 
Los ensayos de actividad antiviral fueron realizados por 10s Dres. C a r b  A. 
Pujol y Elsa B. Damonte del Laboratorio Qe Virologia, Dpto de Qulmica BiolMica, 
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
El virus HSV-1 provoca infecciones de las mucosas (gingivostomatitis y 
herpes labial), lesiones dermatol@icas, queratoconjuntivitis, y encefalitis. JV 
causa una grave enfermedad en hurnanos conocida en nuestro pals corno fiebre 
hemorrdgica. RSV estd asociado a la bronquitis, neumonia y bronquiolitis y W 
causa pardlisis corno consecuencia de un dalio neuronal. 
Las cepas de virus utilizadas son 18s siguientes: HSV-1 (cepa F), JV (cepa 
IV 4454), PV tipo 3 (cepa Sabin) y RSV (cepa Long). El ensayo se realizd sobre 
monocapas de c6lulas Vero y Hep-2 crecidas en microplacas de 24 pocillos en 
medio de cultivo MEM conteniendo 5% de suero bovino. El rnedio de 
mantenimiento (MM) consiste de MEM con 1,5% de suero bovino. Los stocks de 
HSV-1, JV y PV se prepararon con c6lulas Vero mientras que RSV se propagd en 
dlulas de cultivo Hep-2. 
Soluciones de lo8 comvuestosr 
Se prepararon soluciones stock ds Ios compuestos aislados de 
Ophioplocus januani' de concentracidn 2 mglml en metanol y se esterilizaron. Las 
soluciones fueron conservadas a -20°C hasta el rnomento del ensayo. 
Citotoxicidad sobre dlulas Vero 
Se determind la actividad citotdxica incubando monocapas de dlulas Vero 
con 40 d 5 pglml de 10s compuestos en MM. Se incubd durante 7 dias a 37°C y se 
determind la citotoxidad por conteo de dlulas viables utilizando azul tripdn (tifie 
c6lulas muertas). La concentraciones utilizadas a n  por debajo de la 
concentracidn citotdxica 50 (CC50) definida como la dosis del compuesto 
requerida para reducir el ndmero de dlulas viables en un 50%. 
Accih antiviral 
Se evalud la actividad antiviral pot d m  m6todos: mediante la reduccidn de 
unidades formadoras de placas (UFP) y por la inhibicidn del efecto citop6tico 
(EC). En el test de reduccidn de placas, monocapas de dlulas Vero son 
infectadas con cerca de 50 UFP tanto en presencia como en ausencia de lo$ 
compuestos. Se realiza la absorci6n durante 1 hora a 37°C. Se retira el in&ulo 
residual y se incuba con MM conteniendo 0,7% de rnetilcelulosa mds la dosis 
conespondiente de cada compuesto. Se contaron las placas luego de un dla de 
incubacidn a 37 OC para PV, dos dlas parer HSV-1 y 7 dlas para JV. La actividad 
antiviral se calcula como el porcentaje de reduccidn en la formacidn de placas. 
rodas las determinaciones se realizaron por duplicado. Para evaluar el efecto 
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citopatico monocapas de c6lulas Hep-2 fueron infectadas por cuadruplicado con 
RSV en ausencia y en presencia de loo compuestos. Se incubaron c6lulas control 
en cada experimento. Luego de 48 horas de incubacibn a 37 OC, se examina el 
efecto citopdtico en un microscopio inveddo. Se establece una escala progresiva: 
0 = c6lulas normales a 4 = destruccibn completa de la monocapa de celulas. (0 = 
100% de inhibicibn, 1 = 75% de inhibicibn, 2 = 50% de inhibicibn, 3 = 25 % de 
inhibicibn, 4 = 0 % de inhibicibn). 
Como se indica en la tabla 13,105 compuestos (42) y (44) muestran 
actividad inhibitoria contra RSV y actividad contra PV a concentraciones de 40 
@ml. El compuesto (43) es menos activo contra RSV aunque muestra mayor 
potencia inhibitoria frente a PV. Todos 10s compuestos muestran una actividad 
similar frente a HSV-1 y JV , except0 el compuesto (43) cuyo porcentaje de 
inhibicibn de la replicacibn de JV es de 54%. Los virus HSV-I y JV son rnenos 
sensibles frente a este serie de esteroides sulfatados. 
- 1  I Todos 10s compuestos ensayados inhiben la replicacibn viral en forma f -- 
dependiente de la concentracibn, mostrando un efecto especlfico de 10s 
compuestos en el desarrollo del virus. No se ha observado actividad antiviral a 
concentraciones de 5 pglml. Por otra parte, la integridad celular fue del 100% adn 
con concentraciones de 40 pg/ml. 
Dado que 10s compuestos (41) - (44) difieren sdlo en la cadena lateral, los 
resultados obtenidos en estos ensayos indican la importancia del doble enlace 
A=, presente en 10s compuestos (42) y {44), en el efecto inhibitorio del virus 
sincitial respiratorio (RSV), asl como del doble enlace en la replicaci6n del 
virus Junin (JV). 
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TABLA 13. ACTIVIDAD ANTIVIRAL V CITOT~XICA DE LOS COMPUESTOS 
AISLADOS PE 0. lanuarii. 
COMPUESTO CONCENTRAC16N ACTIVIDAD' ANTIVIRAL ACTlVlDAD 
Crghnl HSV-1 PV JV RSV CITOT~XICA' 
' La adividad antiviral se expresa como reduccidn porcentual en la forrnacih de 
placas para 10s virus HSV-1, polio y Junin * la desviacidn standard y como 
reducci6n porcentual del efecto citoNtico para RSV. Los resultados son el 
prornedio de 2 experimentos. 
2 
- indica que no se observa citotoxicidad. 
I : A s t r o t o m a  agassiz i i  ( L y m a n ,  1875)  
&emides sulfarados novedosos de Astrotornu agassizii 
3.2 - ESTEROIDES SULFATADOS NOVEDOSOS DE Astmtoma aaassizii 
El ofiuro Astmtoma agassizii (Lyman, 1875) se colect6 cerca de las lslas 
Georgias del Sur en febrero de 1994. Los organismos fueron clasificados por el 
Dr. Alejandro Tablado del Museo de Ciencias Naturales "Bemardino Rivadavia" 
en donde se preserva un ejemplar identificado como MACN No 33.857. Astmtoma 
agassizii (Lyman, 1875) es una especie de la Peninsula Antdrtica. Por su tamat70 
y aspect0 puede figurar entre 10s ofiuros gigantes. Los especimenes estudiados 
en este trabajo tienen un didmetro de disco de 25 mm y una longitud aproximada 
de brazos de 50 cm. Los brazos son largos, no ramificados, gruesos en la base 
estrechdndose gradualmente hacia la extremidad. Astmtoma agassizii es una 
especie vivipara y hermafrodita. Se distribuye en Chilo6, estrecho de Magallanes, 
lslas Malvinas, Georgias del Sur, extremo norte de la Peninsula Antdrtica y Mar 
de Ross. Se trata de una especie circumpolar antdrtica y subanthrtica de amplia 
dispersi6n hacia el norte hasta 42"s por el odano Pacifico y 39"s por el 
Atldntico. Se han obtenido muestras de estos organismos a profundidades 
variables entre 74 y 1000 m. 
Los organismos (9,5 kg) congelados inmediatamente despues de su 
recolecci6n fueron homogeneizados en EtOH (10 litros). El s6lido se separ6 por 
filtracih y el extracto etan6lico se evapor6 a presi6n reducida. El residuo acuoso 
asi obtenido se extrajo con n-hexano. El extracto acuoso se perm16 por una 
columna de Arnberlite XAD (1 kg) eluyendo con agua hasta reacci6n negativa de 
cloruros, y luego con MeOH. El eluido metan6lico se evapor6 y el residuo se 
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purifid por cromatografia flash en columna de fase reversa (Davisil Cis, 35-75p) 
utilizando como solvente de desarrollo primer0 H20, luego mezclas H20 - MeOH 
con cantidades crecientes de MeOH y finalmente MeOH (esquema 2). 
Ashtoma agassizii (93 kg) 
I 1) extracci6n con EtOH 2) filtraci6n 1 3) evaponci6n del wlvente 
extract0 awoso 
I n-hexano 
fase n-hexano 
compuestos poco 
polares 
fase awosa 
I 1) Amberlite XAD-2,1) Hz0 2) MeOH 2) evaporaci6n 
I 1) silica gel C18 H20, H20-MeOH (90:lO) a (10:90), MeOH 2) CLAR (Me0H:W (50:50)) 
compuesto (S6) (343 mg) 
compuesto (6n (63,Z mg) 
compuesto (68) (1 8,5 mg) 
compuesto (69) (8,3 mg) 
compuesto (60) (23,l mg) 
Se colectaron fracciones de 400 ml que fueron analizadas por ccd en fase 
normal (BuOH:AcOH:H20 (4:1:5) (fase superior)) y reversa (MeOH:H20 (65:35)) y 
detectadas por pulverizaci6n con H2SO4 y calentamiento en estufa. Las fracciones 
que contenian 10s esteroides sulfatados resultaron ser las de MeOH-H20 (5050) y 
(60:40). La purificaci6n final se realiz6 pa CLAR con una columna Bondclone CIs 
#Weroides sucfdados novedosos ae ~suvtortra agassizii 
con MeOH - H20 (50:50). Se aislaron 10s compuestos (56) 34,3 mg, (57) 63,2 
mg, (58) 18,5 mg, (59) 8,3 mg y (60) 23,l mg. 
Los esteroides (57) (58) y (59) resultaron novedosos, no asi 10s 
wmpuestos (56) y (60) aislados con anterioridad del ofiuro anthrtiw 
Ophiospade gigas1@. Los compuestos (S6) y (57) presentan un grupo sulfato en 
C-2. Esta caracteristica es muy pow comun en 10s esteroides polares aislados de 
ofiuros y en ese sentido el compuesto (58) de Ophiospade gigas'& es el ljnico 
antecedente en literatura. AdemBs, 10s compuestos novedosos (571, (58) y (59) 
presentan un grupo isopropenilo en la cadena lateral y wnstituyen 10s primeros 
ejemplos de esta cadena en ofiuros. 
El compuesto (57) (fig. 55) [ale -13,0° (c = 0.92 MeOH) muestra en su 
espectro FAB de iones negativos el i6n cuasimoiecular a m/z 597 [M(S03Na) 
(SO;)] y mlz 61 3 [M(S03K)(SOj)]. En su espectro RMN ''c (tabla 14) se 
obsewan 27 seliales. Por medio de una secuencia DEPT se establece la 
presencia de un grupo -CH20- a 6 69,5 pprn (C-21), dos grupos -CH-OH a 6 78,3 y 
69,5 pprn y dos dobles enlaces trisustituidos. Uno de 10s dobles enlaces 
wrresponde a un grupo isopropenilo terminal seglin se establece por la presencia 
en el espectro RMN 'H de dos metilos viniliws a 6 1.61 y 1,65 pprn y la selial de 
un prot6n olefiniw a 6 5,12 pprn (t, J = 6,7 Hz, H-24). Esta asignacibn se wnfirrna 
en el espectro RMN 13c que muestra dos grupos metilo unidos a un carbon0 
olefinico a 6 25,8 pprn (C-26) y 17,8 pprn (C-27) y dos carbonos olefinicos a 6 
125,9 (C-24) y 132,O pprn (C-25). 
Ademds 10s espedros RMN 'H y RMN 13c indican la presencia de un grupo 
sulfato en C-21 (6,69,5; 3,97 (dd, J = 9,5; 6,2 Hz, H-21) y 4,18 pprn (dd, J = 
93; 3,7 Hz, H-21)) y un segundo doble enkrce trisustituido wrrespondiente a la 
posici6n 5(6) del esteroide (614 534 m, & 139,5 y 123,5 pprn). 
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El espectro COSY 'H -'H permitid asignar las senales de todos 10s 
hidrdgenos del anillo A y confirm6 la presencia de funciones oxigenadas en C-2 y 
C-3. La ausencia de constantes de amplamiento vecinales grandes permite 
establecer la estereoqulmica relativa de los hidrdgenos de C-2 y C-3 a 6 4,42 (d. 
a., J = 2,5 Hz, H-2a) y 6 4,03 (d. a,, J = 2,5 Hz, H-3P), ambos en posicidn 
ecuatorial. La comparacidn de 10s desplazamientos qulmicos de C-I y C-4 de 
(57) (C-I 39,O pprn y C-4 35,8 ppm) con los de su isdmero colest-5-eno- 
2P,3a,21-triol3,21 -disu~fato'~ (C-1 40,l pprn y C-4 33,5 ppm) sugiere la ubicacidn 
del grupo sulfato en C-2. Esta asignacidn se refuerza por el desplazamiento a 
campos bajos observada para el hidrdgeno de C-3 (614 5,l ppm) en el derivado 
monoacetilado (57b). La configuracidn relativa del sustituyente hidroxilo en C-2 
est4 de acuerdo con el desplazamiento inducido por el solvente sobre el metilo C- 
19 cuando se realiza el espectro RMN 'H del derivado desulfatado (57a) en 
piridina (6@wrn - 6matanol = + 0,58 ppm) debido a la interaccidn 1,3 diaxial entre el 
OH-2 y el metilo C-19. Se asigna la configuracidn 20R al compuesto (57) en base 
al desplazamiento quimico de 10s hidr6genos del metileno C-21 del derivado 
desulfatado (57a). En (20R)- y (20S)-mlest-5-eno-3~,21-diol el isdmero (20R) 
muestra un singulete a 6 3,70 (-CHzOH) mientras que en el isdmero (20s) se 
observa un multiplete centrado a 6 3,62 (CDCl3,60 MHZ)'? Las senales a 6 3,74 
(dd, J = 10,8; 4,4 Hz) y 6 3,81 (dd, J= 10,8; 3.0 Hz) del derivado desulfatado (57a) 
(CDC13,200 MHz) sugieren una configuracidn 20R. 
ys%-"+ 
Fig. 55 - Compuestos {57} y {57a} 
- 
&Woides su!/iaIados novedosos de Astroto~~~a ag ssiu'i 
El compuesto (56) (fig. 56) prewnta en su espectro FAB de iones 
negativos el i6n cuasimolecular a mlz 599 [M(S03Na)(S0;)] y mlz 615 
[M(S03K)(SO;)] correspondientes a una estructura de trihidroxicolestano 
disulfatado. Los espectros de RMN 'H y RMN 13c (tabla 14) indican la presencia 
de una cadena de 21 -sulfoxi-colestano y un doble enlace trisustituido (& 534 m, 
139,6 y 123,5) en posici6n 5(6). 
Tabla 14. RMN ''c de lo8 esteroides (56) - (60) 
Carbono (56) (57) (58) (59) (60) - 
1 39,O 39,O 41,l 39,7 39,7 
2 78,3 78,3 70,O 70,7 70,7 
3 69,6 69,5 78,4 82,6 82,7 
4 35,8 35,8 30,3 79,3 79,3 
5 139,6 139,5 40,5 142,O 142,O 
6 123,5 123,5 29,2 128,9 128,9 
7 32,8 32,8 33,2 32,8 32,8 
8 32,7 32,f 36,3 32,8 32,8 
9 51,8 51,8 56,6 51,8 51,8 
10 37,7 37,7 36,6 36,7 36,7 
11 21,8 21,8 21,9 21,7 21,7 
12 40,2 40,1 40,6 40,2 40,2 
13 43,3 43,3 43,6 43,4 43,4 
14 57,9 57,9 57,8 58,2 58,2 
15 25,l 25,l 25,O 25,O 25,O 
16 28,5 28,5 28,8 28,6 28,6 
17 51,8 51,8 51,9 51,8 51,6 
I &lepides su@irt(tdos novedosos de dslrotorrm ag(tssizii 
I 
El espectro RMN 'H de (56) contiene ademhs dos senales de metinos a S 
4,02 (d. a., J = 2,5 Hz, H-3) y 6 4,42 (d. a., J = 2,5 Hz, H-2) acoplados entre si. La 
orientacion ecuatorial de 10s hidrogenos de C-2 y C-3 se establece en base a la 
ausencia de una constante de acoplamiento vecinal grande. El compuesto (56) 
es espectroscopicamente idbntico al aislado previamente de Ophiosparte 
~ i g a s ' ~ ~ .  Este compuesto mostro actividad contra HIV-1 con ECm entre 50-1 00 
pg~m~'47. 
Fig. 56 - Compuesto (56) 
El compuesto (58) (fig. 57) [ale + 20,4O (c = 0,25 MeOH) corresponde al 
analog0 de colest-5-eno-2p-3a,21 -trio1 3,21-disulfato~~~ con un doble enlace 
trisustituido en la cadena lateral. En el espectro FAB de iones negativos de (583 
se observan 10s iones cuasimoleculares a mlz 599 [M(S03Na)(S0;)] y mlz 61 5 
[M(SOIK)(SO;)]. El espectro de RMN "C (tabla 14) contiene 27 seiiales. A traves 
de una secuencia DEPT se establece la presencia de un grupo -CH20- a 6 69,3 
ppm (C-21), dos carbonos de metinos oxigenados a 6 78,4 y 70,O ppm y un doble 
enlace trisustituido. Ademas en el espectro RMN 'H se observan dos metilos 
vinilicos a 6 1,61 y 1,65 ppm y un proton olefinico a 6 5,l ppm (t, 6,7 Hz, H-24) 
2425)) que permiten establecer la posicion del doble enlace en la cadena lateral (A . 
Los desplazamientos quimicos en RMN 13c esthn de acuerdo con esta asignacion 
( 6 ~ 2 ~  126,O ppm, 6~-25 131,9 ppm). 
El analisis del espectro COSY 'H-'H permiti6 la asignacion de 10s protones 
del anillo A confirmando las posiciones oxigenadas de C-2 y C-3. Entre bstas, se 
asigno el grupo sulfato al C-3 dado que fue posible observar la correlation del 
hidrogeno axial de C-I con 10s hidrogenos del metilo C-19 (6 0,99) y con el 
hidrogeno ecuatorial de C-2 (6 4,06). El otro hidrogeno sobre carbon0 oxigenado 
del anillo A se observa a 6 4,39 y pertenece al C-3 sulfatado. 
Los hidrogenos de C-2 y C-3 se asignan ecuatoriales sobre la base de la 
ausencia de constantes de acoplamiento vecinales grandes. La ubicacion del 
grupo sulfato en C-3 se confirma por el desplazamiento de la seiial del hidrogeno 
de C-3 desde 6 4,39 (s. a.) en (58) a 6 3,74 (s. a) en su derivado desulfatado. 
su#btah novedosos de Astrotonra agassizii 
Fig. 57 - Compuesto (58) 
Los esteroides mds polares de A. agassidi (59) (fig. 58) y (60) (fig. 59) 
fueron caracterizados como (20R)-colesta-5,24-dieno-2a,3a,4~,21-tetraol3,21- 
disulfato y su derivado saturado en posicidn 24. Este ljltimo (601, fue aislado 
previamente del ofiuro Ophiospade ~ i g a s ' ~ .  
El compuesto (59) (fig. 58) [ale + 1,4Z0 (c = 0,14 MeOH), muestra en su 
espectro FAB de iones negativos 10s iones cuasimoleculares a rn/z 613 y m/z 629 
correspondientes a las especies [M(SWa)(SOi)] y [M(SO3K)(SOi)], 
respectivamente. Los espectms de RMN 'H y RMN confirman la presencia del 
grupo isopropenilo terminal ( 6 ~ 8  1 , 6 1 , b  25,9; 6~27 1,66, 6c27 18.3; 6K24 5,09, 
126.0; 6~~ 132.0). El espectro RMN "C contiene 27 senales que incluyen 
tres carbonos metinicos oxigenados a 6 70,3, 79,3 y 82,6 ppm y la seiial del grupo 
-CH20SOi a 6 69,3 ppm (C-21), segljn se establecid mediante una secuencia 
DEPT. La presencia del grupo sulfato en C-21 se confirma en el espectro RMN 'H 
con las seiiales a 6 3,97 (d.d.) y 6 4,18 ppm (d.d.) acopladas entre s l  con un J = 
10 Hz. El espectro de RMN 'H de (59) contiene las seflales correspondientes a 
tres protones metinicos a 6 3.88.4.26 y 4.42 ppm. A partir del espectro COSY 'H- 
1 H se establece la correspondencia de estas seiiales con 10s hidrdgenos de 10s 
carbonos 2,4 y 3, respectivamente. Ademds, por irradiacidn de la seflal del H-3 a 
6 4,42 se observa que el doblete correspdiente at H-4 a 6 4,26 (d, J = 2,2 Hz) 
se transforma en un singulete a 6 4,25. Pot andlisis de las constantes de 
acoplamiento se asignaron 10s hidrdgencs de C-3 y C-4 como ecuatoriales (J = 
5,l; 2,2 Hz). Para el H-2 se observa una constante de acoplamiento de J = 6,8 Hz 
con el H-I, que establece por tanto su orientacidn axial. El grupo sulfato se 
asigna en el C-3 por el desplazamiento a 6 4,42 ppm del hidrdgeno de C-3 y por 
comparacidn con 10s valores de desplazamietno qulmico de 10s protones del anillo 
A con 10s de (20R)-colest-5-eno-2a,3a,4$,2l-tetraol3,21-disulfato {60)19. 
Fig. 58 - Compuesto (59) 
El compuesto (60) (fig. 59) fue aislado previamente de Ophiosparte 
gigasla y demostrd ser extremadamente cbtdxico adn a una concentracidn de 
0,12 pglml'47. El espectro FAB de iones nqativos muestra los iones 
cuasimoleculares de rn/z 615 y 631 correspondientes a las especies 
[M(S03Na)(S03]] y [M(S03K) (SO;)] respeotivamente. El espectro RMN ' H de 
(60) muestra seiiales a 6 3,93 (dd, J = 10,Q; 6,3 Hz) y 6 4,18 (dd, J = 10,O; 3,5 
Hz) indicativas de la presencia de un grupa sulfato en C-21. En el espectro de 
RMN 13c (tabla 13) se observan las senales de C-26 y C-27 a 23,O y 23,l pprn y 
la serial del grupo -CH20S03- a 68,9 ppm. Tambien se observan en el espectro 
RMN 'H las seiiales de tres hidrdgenos metfnicos a 6 3,83 (m, H-2), 4,42 (dd, J = 
5.1; 2,2 Hz, H-3) y 4.26 (d, J = 2,2 Hz, H-4). A partir del especbo COSY 'H - 'H se 
observd que el doble doblete a 6 4.42 (H-3) estd acoplado con las seiiales a 6 
4,26 (H-4) y 6 3,83 (H-2). La sefial a 6 3.83 (H-2) est6 acoplada tambien con un 
doble doblete a 6 1,83 con un J = 6,8 Hz correspondiente al H-I axial. Los 
protones de C-3 y C-4 son asignados ecuatoriales dada la ausencia de 
acoplamientos vecinales grandes. El prot6n de C-2 se asignd axial por el J de 6,8 
Hz con el hidrdgeno axial de C-I. El grupo sulfato se asignd al C-3 por el 
desplazamiento a 6 4,42 del hidrdgeno de C-3. 
Fig. 59 - Compuesto (60) 
Por otro lado, la purificacidn del extract0 de n-hexano (24,4g) de Asfmtoma 
agamiii por cromatograffa en una columna de silica gel utilizando mezclas de n- 
hexano-acetato de etilo de polaridad creciente permitid aislar dos fracciones 
(hexano-acetato de etilo (50:50) y (40:60)) que contenfan esteroles. La posterior 
purificacidn por C.L.A.R. de fase reversa (YMC-Pack ODs Rp-18,20 x 250 mm, 
5p, MeOH) de estas fracciones y andllsis de 10s compuestos por C.G.L.-E.M. 
permitid identificar 10s esteroles mayoritarios de Astmtoma agasa'zii como 
colesterol, colesta-5,22(E)-dien-3P-ol y demosterol (celesta-5,24-dien-3P-01). La 
abundancia de desmosterol(32%) en la mezcla de esteroles de Astmtoma 
sgassi'di es llamativa ya que este ester01 no fue aislado de otros ofiuros*. El 
desmosterol podria ser el intermediario biosintetico de 10s esteroides (57) (58) y 
(59) conteniendo la misma cadena lateral, 
Ophiono tus  v ic tor l re  (Bel l ,  1902)  
(1:1) 
3.3 - ESTEROIDES POUHIDC$BXILADOS SULFATADOS DE 
El ofiuro Ophionotus victoriae (Bell 1 902) (0,6 kg) fue colectado en 1 994 en 
Caleta Potter, muy cerca de la Base Jubany, lslas Shetland del Sur, Antartida. Los 
organismos fueron identificados por el Dr. Alejandro Tablado del Museo de 
Ciencias Naturales "Bernardino Rivadavia" donde se conserva una muestra 
identificada como MACN No 31.240. 
Ophionotus victoriae posee un disco circular, a veces algo pentagonal, 
brazos cortos, algo aplanados, estrechbndose rdpidamente hacia la extremidad. 
El color es por el lado dorsal amarillento rosado a gris, por el lado ventral, rosado. 
Los especimenes adultos tienen un didmetro entre 23 y 33 mm. Esta distribuido 
en las islas Sandwich del Sur, Peninsula Antartica e islas prbximas, a 
profundidades entre 5 y 752 m. 
Los organismos (0,6 kg) fueron homogeneizados y extraidos con MeOH (1 
I). El residuo s6lido se separ6 por centrifugaci6n y se evapor6 el solvente. El 
extracto se particion6 entre n-hexano y agua y la fase awosa se volvi6 a extraer 
con n-BuOH. El extracto butandlico se concentr6 a presi6n reducida. El residuo 
obtenido se purificii por eluci6n a travbs de una columna de Sephadex LH20 (80 
cm x 4 cm d. i., MeOH) y se colectaron fracciones de 10 ml. Se control6 el 
desarrollo de la columna por ccd sobre silica gel (nBuOH-AcOH-H20 4:5: 1 ) (fase 
superior) y sobre silica de fase reversa (MOH-H20 (65:35)) revelando por 
pulverizaci6n con H2S04. La fracci6n (30-50) contenia 10s esteroides polares y se 
purific6 por CLAR a travbs de una columna Bondclone Cfe con MeOH:H20 
(50:50). Se aislaron 10s compuestos (61) 3,3 rng, (62) 8,l mg y una mezcla de 
los esteroides (57) y (63) 19,2 mg. 
(57) Rl = SC)S.Na+ & = H 
(63) R1 = H & = SC)S.Na+ 
Fig. 60 - Compuestos aislados de Ophionotus victoriae. 
El compuesto colest-5-eno-2p,3a,21 -trio1 3,21 -disulfato (61) presenta en 
su espectro FAB de iones negativos los iones wasirnoleculares de rWz 599 
[M(S03Na)(SOi)] y 615 [M(SQK)(SOi)] correspondientes a una estnrctura de 
trihidroxicolesteno disulfatado. LOS espectros de RMN 'H y ''c (tabla 15) indican 
la presencia de una cadena de 21-sulfoxicolestano y un doble enlace trisustiuldo 
(& 534; & 139,9 y 123,l) asignado a la posicidn C5-C6. Se observan ademas 
dos multipletes a 6 4,10 y 4,45 acoplados con un J = 2,O Hz asignados a H-2 e H- 
3. Estos se asignan ecuatoriales por la ausencia de constantes de acoplamiento 
E s f e r o i ~ p o l i h i ~ l a d o s  surJdados de Ophionofus victoriae 
vecinales grandes. Es muy interesante la comparacidn de 10s valores de tic de 
(61) (tabla 14) especialmente para 10s CW2-I y CH2-4 con 10s del isdmero (20R)- 
colest-5-eno-2P,3a,21 -trio1 2,2l disulfato (67) (CHz-1 : 6~ 39,O ppm, CH2-4: & 
35,8 ppm) aislado de Ophiosparte gigas y de Asfrotoma agasizii en este trabajo. 
Estos valores refuerzan la asignacidn del grupo sulfato en C-3. El compuesto 
(61 ) fue aislado tambibn de Ophiotrix fraOias y Ophiura text~rata '~ .  
Tabla 15. RMN 13c de lor compuestos (61 ) , (62) y {63)+ (57) 
Carbono {el l  (62) (63) + (57) 
-----.------ -*-- -- - 
C-I 40,l 33,6 40,3 39,O 
C-2 69,5 24,4 69,5 78,3 
C-3 78,9 78,5 79,2 69,5 
C-4 33,5 76,7 33'7 35,8 
C-5 139,9 142,2 139,8 139,5 
C-6 123,l 129,7 123,l 123,5 
C-7 32,9 33,2 32,8 32,8 
C% 32,8 33,2 32,7 32,7 
C-9 51,9 51,9 51,8 51,8 
C-10 37,5 37,3 37,5 37,7 
C-I I 21,Q 21,4 21,9 21,8 
C-12 41 ,I 40,3 41,2 40,l 
C-13 43,3 43,3 43,4 43,3 
C-14 58,l 58,3 58,O 57,Q 
C-15 25,2 25,2 25,l 25,l 
C-16 28,7 28,6 28,6 28,5 
C-17 51,6 51,6 51,6 51,8 
C-I 8 12,5 12,5 12,6 12,5 
El compuesto (62) muestra en su espectro FAB de iones negativos las 
sefiales correspondientes a1 i6n molecular a rnlz 599 [M(S03Na)(SOj)] y 61 5 
[M(S03K)(SOj)]. El espectro de RMN 'H muestra las senales indicativas de un 
grupo sulfoxi de C-21 (6 3,94 (dd, 10,O; 6,5 Hz); 6 4,20 (dd, 10,O; 3,7 Hz)), una 
sefial de un hidrogeno olefinico a 6 5,61 (1 H, d.a., 3,8 Hz) y dos sefiales de 
metinos oxigenados a 6 4,16 (1 H, da, J = 2,7 Hz, H-4) y 6 4,48 (1 H, c, J = 2,7 Hz, 
H-3). Las constantes de acoplamiento pequefias del H-3 son consistentes con su 
orientacidn ecuatorial y su desplazamiento a 6 4,48 ppm est6 de acuerdo con la 
ubicacion del grupo sulfato en esa posicibn. La configuracidn axial (P) del grupo 
hidroxilo de C-4 se justifica por el desplazamiento a campos bajos del metilo C-19 
( 6 ~  1,19) y del hidrbgeno olefinico (2iH 5,61) consistente con una funcidn hidroxilo 
axial. El espectro de RMN ''c de (62) es consistente con una estructura colest-5- 
eno-3a,4~,21-triol3,2ldisulfato. Se destacan 10s carbonos 5 y 6 a 6 142,2 y 
129,7 ppm, respectivamente y 10s carbonos oxigenados (6& 78,5 tic4 76,7 6d1 
69,5 ppm). El compuesto {62) fue aislado por primera vez por el grupo del Dr. 
Stonik del ofiuro Ophiura s a d "  y luego por Minale y col. de Ophiotrix fragiljs, 
Ophjura texturata y Ophionotus ~idoriae'~. 
En nuestro extract0 de Ophionotus victoriae pudimos aislar ademas una 
mezcla de 10s compuestos isdmeros {n) y (631, la cual no puedo ser separada 
por CLAR. El compuesto (57) fue aislado como compuesto puro del ofiuro 
Astrotoma agassizii (Lyman, 1875) y se discutid en el capitulo correspondiente a 
ese organismo. Ambos compuestos resultaron de estructura novedosa. El 
espectro FA6 de iones negatives de la mercla {57)+ (63) presenta seliales 
correspondientes a 10s iones moleculares a m/z 597 [M(S03Na)(SOj)] y 61 3 
[M(SO3K)(SO;)]. En el espectro de RMN 13c de (57) + (63) (tabla 14) se 
observa una sefial correspondiente a un grupo CH2-0- (DEPT) a 6 69,4 ppm (C- 
21) y tres seliales correspondientes a metinos oxigenados a 6 69,5 (C-2 de (63) y 
C-3 de {57)), 6 79,2 ppm (C-3 de (63)) y 6 78,3 ppm correspondiente al C-2 de 
(57). Se observan ademhs las seliales de dos dobles enlaces trisustituidos. Dos 
carbonos olefinicos corresponden a un grupo isopropenilo terminal segun se 
establece por la presencia en RMN 'H de dos metilos vinilicos a 6 1,61 y 1,65 ppm 
y un triplete de un hidrdgeno de olefina a 6 5,l (t, J = 7 Hz, H-24). Ademas en el 
espectro de RMN 13c aparecen dos carbonos de metilos unidos a carbono 
olefinico a 6 25,9 (C-27) y 17,8 (C-26) y 10s carbonos del doble enlace a 6 126,O 
(C-24) y 132,l (C-25). Se observan ademas 10s carbonos olefinicos del doble 
enlace A' a 6 139,8 (C-5) y 123,l (C-6) en (63) y 6 139,5 (C-5) y 123,5 (C-6) en 
(57). Los valores de 10s desplazamientos quimicos de 10s hidrdgenos de C-2 y C- 
3 de (57) se superponen con H-3 e H-2 de (631, respectivamente. La 
superposicidn de seliales impide establecer las constantes de acoplamiento de 
10s hidrdgenos de C-2 y C-3. Se sugiere la orientacidn ecuatorial de estos 
hidrdgenos por analogia con otros esteroides polihidroxilados aislados de ofiuros. 
En febrero de 1995 se public6 en el Journal of Natural Pralucts un trabajo 
que incluia el estudio quimico de Ophionotus vict~riae'~. Los organismos 
fitemides polihidroxilados sulfalados de Ophionolus vicloriae 
estudiados tambien fueron recolectados en la Antslrtida, durante la expedici6n 
ltaliana de 1989J90. En ese trabajo, sin embargo, no se informan 10s wmpuestos 
(57) Y (63). 
Co~npuestos polares de Ophiocorna echinafa 
3.4 - AlSLAMlENTO Y PURIFICACI~N DE LOS COMPUESTOS POLARES 
DE Oohiocoma echinata (Lamarck. 181 6) 
El ofiuro tropical Ophiocorna echinata fue recolectado en la bahia de 
Neguange a 0,5-1 m de profundidad y clasificado por el Dr. Sven Zea del lnstituto 
de lnvestigaciones Marinas de Punta Betin (INVEMAR), Santa Marta, Colombia. 
Los organismos, congelados tras su recoleccibn, fueron extraidos con 
metanol. El solvente fue concentrado y el residuo acuoso resultante se extrajo con 
n-hexano. 
El extract0 acuoso fue extraCdo con n-butanol. Se purificb por cromatografia 
flash en columna seca de Davisil Cle (35-75~) eluyendo sucesivamente con agua, 
mezclas de MeOH-H20 con cantidades crecientes de MeOH y MeOH. Se 
colectaron fracciones de I00 ml que f m  analizadas por ccd de fase normal y 
reversa. La fraccibn que contenia 10s esteroides sulfatados se purificb por CLAR 
utilizando una columna Bondclone C-18 rn MeOH-H20 (50:50) para dar 10s 
compuestos: 5$-colesta-3a,4a, I 1 $, 12$,21 -pent01 3,2l disulfato (1 4,2 mg) {W}, 
una mezcla que contiene a {W} y S$-coles~-3a,4u, I 1 p,21 -tetrol 3,2l disulfato 
{41) y 4,8dimetilnon-3-eno I -sulfato {66} (10,6 mg). 
ESTEROIDES POLlHlDROXllADOS SULFATADOS DE O~hiocoma echinata 
Fig. 61 - Compuestos {64} y {41) 
<*t ; .$
Conpuestos polares de Ophiocoma echinata 
I I 
El compuesto {64) habia sido aislado previamente de Ophioderma 
longicaudumm y el compuesto {dl) fue aislado por primera vez de Ophiocoma 
dentata1* y luego de Ophioplocus januerU en este trabajo. 
Aislados estos wmpuestos, en febrero de 1995 apareci6 publicado un 
trabajo en el Journal of Natural ~ r o d u c t s ~ ~  donde se estudia este mismo 
organism0 wlectado en las lslas Bahamas, cerca de la lsla San Salvador. En ese 
trabajo se inforrna el aislamiento de 10s cmpuestos {64), {41) y un tercer 
esteroide (66) (fig. 62) que no enwntramos en nuestro extracto. 
Fig. 62 - Compuesto (66) 
En el espectro FAB de iones negatives del wmpuesto (64) se observan 10s 
iones moleculares de mlz 649 y 633 correspondientes a las sales de potasio y de 
sodio del diani6n respectivamente. Se observan ademds picos de mlz 531 y 513 
wrrespondientes a las perdidas de KSOs(+H) y KHS04 a partir de 649 y NaS03 y 
NaHSO. a partir de 633. El espectro de RMN "C muestra 27 carbonos (parte 
experimental). En el espectro RMN 13c se observan 10s metilos C-26 y C-27 a 6 
caracteristiws 23,O y 23,1 ppm, 10s metilos C-18 y C-19 a 6 10,5 y 27,5 ppm y 10s 
carbonos oxigenados C-4, C-11 y C-12 a 6 75,2, 73,4 y 81 $2 ppm, 
respectivamente. En el espectro de RMN 'H se observan 4 metilos a 6 0,86 (3H, s, 
H3 -1 8), 0,88 (6H, dl J = 6,5 Hz, H3 -26 y Hs -27) y 1,15 (3H, s, H3 -1 9). La set7al de 
uno de 10s hidrbgenos del metileno de C-21 (sistema ABX) aparece a 6 4,03 (dd, J 
1.- 
Co~npuestos polares de Ophiocortta echinata 
= 9; 5,5 Hz). El otro hidrogeno correspondiente a la portion A del sistema ABX se 
superpone con la sefial del H-3 a 6 4,15 pprn. La hidroxilacion en C-26 se 
descarta por la presencia en el espedm de RMN 'Ic de las sefiales a 23,O (C-26) 
y 23.1 ppm (C-27). En el espectro de RMN 'H se observa un doblete a 6 3,24 ( I  H, 
J = 3,5 Hz) y un triplete a 6 3,95 ppm (IH, J = 3,5 Hz). Estos hidrogenos estan 
acoplados entre si y en consecuencia conforman un sistema de dos carbonos 
hidroxilados vecinos. Sobre la base de la8 multiplicidades de las sefiales de 
ambos protones, uno de 10s carbonos oxigenados debe estar vecino a un grupo - 
CH y el otro a un carbon0 cuatemario, lo cual corresponde en un esqueleto 
esteroidal a las posiciones C-I I y C-12 respectivamente, como unica 
posibilidadW. Por ultimo, las senales de lo8 metilos angulares en el espectro de 
RMN 'Ic a 6 10,5 (CHI-18) y 6 27.0 ppm (CHI-1 9) son indicatives de la fusi6n en 
cis de 10s anillos AIB. 
El compuesto (41) se identifid por comparaci6n de 10s espectros de RMN 
13 C y 'H de la mezcla de (64) + (41) con 10s de 10s compuestos puros aislados de 
Ophiocoma echinata y Ophionotus januatji, respectivamente (C-I I 6 73,4 en (64) 
y 68,9 en (41); C-12 6 81,2 en (64) y 49,6 en (41)). El espectro FA0 de iones 
negativos de la mezcla muestra 10s iones moleculares de m/z 61 7, 633 y 649 
correspondientes a las sales de sodio del diani6n de (41) y (64) y la sal de 
potasio del diani6n de (641, respectivarnente. 
UN ALQUENO SULFATADO NOVEDOSO DE O~hiocoma echinata 
En 1990 Findlay et a1.lW aislaron de la estrella de mar Astwias fonbesi un 
glicolipido sulfatado, Forbesin (fig. 63), y la sal disMica de la aglicona del mismo 
(eicosano-I ,16-disulfato). Este constituye el primer informe de este tipo de 
compuestos en un organism0 marino. 
('o~r~pireslos p>lnreer tle Ophiocorrrcl echinatn 
Fig. 63 - Forbesin, glicolipido sulfatado de Asterias forbesi y 
la sal disddica de su aglicona. 
Un aiio despubs, nuevamente Findlay et al.15' aislaron dos hidrocarburos 
sulfatados del pepino de mar Cucumaria frondosa (fig. 64). 
Fig. 64 - Hidrocarburos sulfatados de Cucumaria fmndosa. 
Fusetani et a/. 152,153 en 1 993 aislaron de la esponja Toxadocia cylindrica, 
cuyo extract0 hidrofilico mostraba potente actividad contra Trombina, tres 
aldehidos sulfatados llamados Toxadocial A, B y C (fig. 65) y un analog0 de 
Toxadocial A donde el aldehido de C-23 estd oxidado a acido, el acido Toxadoico. 
Compuestos polares de Ophiocotna echinata 
Fig. 65 - Toxadocial A B y C, aldehldor, sulfatados de Toxadocia cylindrica. 
En noviembre de 1994, dos grupos informan en forma independiente el 
aislamiento y caracterizacibn de un monoterpeno sulfatado a partir del extrado de 
las ascidias Polycitor adriatic~s'~ y Halocynthia roretzi, respect ivamentels. 
Fig. 66 - Alqueno sulfatado aislado de las ascidias 
Polycitor adriaticus y Holocynthia roretzi 
De esta u~t ima'~ se pudieron caracterizar ademhs dos dienos y un trieno 
sulfatados novedosos (fig. 67). 
Fig. 67 - Alquenos sulfatados de Halocynthia roretzi. 
El estudio de las fracciones de CLAR de Ophiocoma echinata permitio 
aislar un compuesto no esteroidal de polaridad suficiente para eluir junto con la 
fraccion de esteroides disulfatados. 
El espectro FAB de iones negativos (fig. 68) del compuesto (65) (fig. 70) 
presenta el ion molecular [M - Na]- a m/z 249 y el espectro FAB de iones positivos 
(fig. 69) 10s iones [MNa + Na]' a m/z 295 y [MNa + K]' a mlz 31 1. En el espectro 
de RMN I3c (tabla 16) se obsewan 11 selkrles correspondientes segun el 
experiment0 DEPT a tres metilos, (uno de ellos sobre doble enlace (6,23,6)), 
cinco metilenos, dos metinos y un carbon0 olefinico cuaternario. La presencia de 
un metileno a 6,68,8 ppm y un triplete a 3,92 (J = 7 Hz) sugiere la presencia de 
un grupo sulfato. 
Compeabspolares de Ophiocoma ecnznara 
Tabla 16 - RMN "C y RMN 'H del compuesto (65) 
RMN 13c 
68,8 
29,O 
121,o 
139,3 
32,9 
26,8 
40,O 
29,l 
23,O 
23,6 
23,O 
RMN 'H 
H- I 3,W (2H, t, J = 7 HZ) 
H-2 2,36 (2H, c.a., J = 7 Hz) 
H-3 5,2 (IH, t.a., J = 7 Hz) 
--- --- 
H-5 2,O (2H, t, J = 7 HZ) 
H-6 1,37 (2H, m) 
H-7 1,22, (2H, m) 
H-8 1,58 (IH, m) 
H-9 0,88 (6H, J = 6,6 Hz) 
H-10 1,68 (3H, s.a.) 
H-11 0,88 (6H, J = 6,6 HZ, H-I I )  
Fig. 70 - 465) 
El espectro IR de {65) presenta una banda a 1215 cm" que confirma la 
presencia de un grupo sulfato. La alta polaridad del compuesto (65) se explica por 
la presencia de este grupo funcional. 
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En el espectro de RMN 'H (fig. 71) se observa un doblete a 6 0.88 (6H. J = 
6,6 Hz, Hr9 y H r l  I). De acuerdo con Wpedro COSY 'H-'H estos dos grupos 
rnetilo estdn acoplados con un metino a 6 1,58 (1 H, m, H-8) conformando un 
grupo isopropilo. El metino a 6 1,58 correlaciona a su vez con un metileno a S 
1,22 ppm (2H, m, Hz-7). 
13 A partir del espectro COSY 'H - C fue posible correlacionar la selial del 
grupo metilo unido a un carbon0 oleflnico (6c 23,6) con el singulete ancho a 8 1,68 
ppm (Jdni, =1,5 Hz) 
En el espectro de RMN 'H se obsewa el H-I como un triplete a 6 3,92 (2H, 
J = 7 Hz) que cwrelaciona en el COSY 'H -'H con un doble cuarteto a 6 2,36 (2H. 
c.a., J = 7 Hz, H-2). El H-2 estd acoplado con el metilo C-10 a 6 1,68 y con el 
triplete ancho a 6 5,17 (H-3). 
La posicidn del grupo metilo en C-4 se establece por la multiplicidad de las 
seliales de H-2 e H-5 y la correlacidn de 10s Hz-5 y del metilo C-10 en el espectro 
NOESY. 
La geometrla Z del doble enlace se deduce a partir de la correlacidn del 
H-2 con H-5 y del hidr6geno oleflnico (H-3) con el metilo 10 en el espectro 
NOESY. Ademds, el valor de 6,23,6 del metilo 10 confirma la estereoqulmica Z 
del doble enlace (efecto 7) '"* '? El alqueno sulfatado descripto es el primer 
ejemplo en literatura del aislamiento de este tipo de compuestos en ofiuros. 
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Parte experimental 
INSTRUMENTOS Y METODOS EMPLEADOS 
Las rotaciones opticas fueron determinadas en un polarimetro Perkin 
Elmer 141 empleando una limpara de sodio (h=589 nm), en microceldas de 1 
dm de longitud a temperatura ambiente, utilizando el solvente y la concentraci6n 
que se indica en cada caso. 
Las cromatografias gas-liquido heron realizadas en un cromatografo 
Hewlett-Packard 5890 A que contaba con detector de ionizaci6n de llama (FID) 
y se utilizo nitrogen0 como gas portador. Las condiciones y columnas 
empleadas se indican en cada caso. 
Fueron utilizadas las siguientes columnas capilares: 
1) HP4 (long. 25 m, 0,2 mm d.i) 
2) SP-2330 (long. 15 m, 0,25 mm d.i.) 
3) Ultra-2 (long. 50 m, 0,2 mm d. i.) 
Para las cromatografias gas-liquid0 acopladas con espectrometria de 
masa se utiliz6 helio como gas portador y se emple6 la columna: 
4) HP4 (long. 25 m, 0,2 mm d.i) 
Las cromatografias gas-liquid0 combinadas con espectrometria de masa 
(CGL-EM) fueron realizadas en un sistema compuesto por un cromatografo 
gaseoso Hewlett Packard 5890A acoplado a un espectrometro de masa Trio-2 
VG Masslab, ionizando por impact0 electr6nico a 70 eV. 
Los espectros de masa (FABIEM) heron efectuados en un espectrometro 
de masa VG-ZAB hibrido BEqQ (B: sector magnetico, E: sector el&ctrico, q: 
cuadrupolo solo radiofrecuencia, Q: cuadrupolo), siendo la secci6n BE de alta 
resolucidn de simetria reversa. El instrumento fue operado tanto en mod0 de 
iones positives como negativos. 
La ionizaci6n por FAB fue efectuada utilizando una pistola de iones cesio 
(Cs) a 40 kV y calibracibn de masas utilizando Csl. La muestra se disolvi6 en 
MeOH (1 mglml) y una pequeAa cantidad de la muestra (1-2 pl) se mezcld con 
la matriz. Las especies protonadas fueron desorbidas de una matriz de glicerol, 
mientras que las especies cationizadas fueron analizadas como derivados de 
sodio, potasio y litio. El voltaje de aceleracibn fue de 8 kV. 
Las especies cationizadas fueron todas desorbidas de una matriz de 
alcohol m-nitrobencilico y 15 % de glicerol, saturada con Lil para obtener las 
especies litiadas, Nal 6 Na2C03 para obtener especies cationizadas con sodio 
y KI para obtener las especies cationizadas con potasio. El analisis de iones 
negativos se realizo como especies anionizadas desorbidas de una matriz de 
trietanolamina. El voltaje de aceleracibn fue de 8 kV. 
Los espectros ESP se realizaron en un instrumento VG Platform 
(cuadrupolo) operando en mod0 electrospray. Las muestras (4-8 mg) fueron 
disueltas en 200 pl de MeOH y luego diluidas por un factor de 10 en MeOH - 
HzO. Alicuotas de 10 pI fueron introducidas por inyecci6n en una corriente de 
acetonitri1o:agua (5 pllmin) a traves de la probe del electrospray en la fuente de 
ionizacibn a presi6n atmosferica. El cuadnrpolo fue barrido desde 250 a 1400 
Da en 10 segundos, trabajando en mod0 de iones negativos y 10s datos fueron 
adquiridos en el mod0 de anelisis multicanal (MCA). El espectrbmetro se calibr6 
por introducci6n previa de una mezcla de PEG (polietilenglicol) e ionizacion en 
mod0 positivo. 
Los espectros de resonancia magnetics nuclear de hidrbgeno (RMN-'H) 
fueron realizados a 100,l MHz en un espectrbmetro Varian XL-100-15 y a 200,'i 
MHz en un espedr6metro Bruker ACE-200. Los espectros de RMN-'H de las 
asterosaponinas de Cosmasferias lurida fueron realizados en un espectrdmetro 
Bruker AMX 500 a 500 MHz. 
Los espectros de RMN-13c fueron raalizados a 50,3 MHz en un 
espectr6metro Bruker ACE-200. Los espectros de RMN-'~C totalmente 
desacoplados de hidr6geno fueron obtenidos por irradiaci6n a la frecuencia 
central de 4 pprn del espectro de RMN-'H. 
Los desplazamientos quimicos para RMN-'H se expresan en todos 10s 
casos en la escala 6, en pprn respecto de la resonancia del tetrametilsilano 
utilizado como referencia interna (0,OO ppm) o el pico central del metanol a 6 
3,30 ppm. Las constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hz. Las senales 
se indican en cada caso como singulete (s), doblete (d), triplete (t), cuarteto (c), 
doble doblete (dd), multiplete (m) o singulete ancho (sa). Los desplazamientos 
13 quimicos para RMN- C se expresan en ppm utilizando como referencia el pico 
central de la sefial correspondiente a1 cloroformo-dl (77,O ppm), a1 metanold4 
(49,O ppm) o la piridinads (1 35,9 pprn). 
El espectro infrarrojo del alqueno sulfatado se realizb en un 
espectrofot6metro Nicolet Magna-550 FT-IR. Se homogeneizb la muestra con 
BrK seco y se preparb una pastilla. 
Todos 10s solventes empleados heron purificados por destilaci6n. La 
evaporaci6n de 10s mismos fue efectuada a temperaturas menores de 40 OC y 
presibn reducida en evaporador rotatorio Buchi y Speedvac SC210A. Las 
mezclas de solventes estdn expresadas en relaciones de volumenes (vlv). 
METODOS CROMATOGRAFICOS 
a) Cromatoarafia en c a ~ a  delaada: 
Se utilizaron las siguientes cromtoplacas: 
silicagel 60 preparadas sobre hojas de aluminio (Merck o Riedel de Haen), 
espesor: 0,2 mm, con indicador de fluorescencia a longitud de onda 254 nm 
(F254). 
silicagel 60 preparadas sobre hojas de poli6ster (Aldrich o Sigma), espesor: 
0,2 mm, con indicador F254. 
silicagel 60 de alta resoluci6n (HPTLC- Merck), con indicador F254. 
silica gel de fase reversa Cis de alta resoluci6n (HPTLC- Merck), con 
indicador F254. 
Como agente de revelado se utilizd H2SOq-H20 (I: I )  y posterior 
calentamiento en estufa a 1 10 'C. 
b) Cromatoarafia en c a ~ a  preparative: 
Para muestras de menos de 40 rng, se emplearon en forma preparativa 
cromatoplacas de silica gel 60 (Merck o Sigma) sobre vidrio, de 20 x 20 cm de 
superficie y 0,25 mm de espesor, con indicador de fluorescencia a la longitud de 
onda de 254 nm (F254). 
En caso de mayor cantidad de mueatra se prepararon placas de silicagel 
60 G (Merck) de 2 mm de espesor sobre placas de vidrio de 20 x 20 cm de 
superficie. 
c) Cromatoarafia "flash" en columna secqa: 
Este metodo fue empleado para un fraccionamiento rhpido del extract0 y 
para separaciones cromatogrhficas en las cuales 10s componentes a separar 
presentaban diferencias de Rf no menores de 0,2. Se empled silicagel 60 G 
(Merck) o Kieselgel S (Riedel de Haen). 
d) Cromatoarafia en columna: 
Se utilizaron como adsorbentes silicagel H (Merck), silicagel 60 (Merck, 
230-400 mesh) y Kieselgel S (Riedel de ~Ha4n, 230-400 mesh) para 
cromatografia "flash". En todos 10s cams las cromatografias fueron realizadas 
con presidn utilizando aire comprimido. 
En las separaciones por geles se utilkd Sephadex LH-20 (Sigma) en 
MeOH y Sephadex LH4O (Sigma) en MeOH:H20 (2:l). 
Tambien se utiliz6 una columna de Arnberlite XAD-2 (Sigma) eluyendo con 
agua hasta ausencia de cloruros y luego con MeOH. 
e) Crornatwraffa de fase reversa: 
Se realizd en embudos de vidrio sinterizado de diferentes tamafios con 
aplicaci6n de vacio. Se utiliz6 silica de fase reversa (Davisil CI8, 35-75p) y como 
solvente de desarrollo primer0 H20, luego mezclas H20 - MeOH con cantidades 
crecientes de MeOH y finalmente MeOH. 
9 Cromatoarafia liauida de alta resoluci6n: 
wm 
Las cromatografias liquidas de alta resoluci6n fueron realizadas en dos 
cromat6grafos Micromeritics equipados uno con un detector de indice de 
refraccibn Micromeritics modelo 771 y otro con un detector de UV Micromeritics 
modelo 787, ambos con un inyector manual Micromeritics 730 y en un 
cromatbgrafo Spectra Physics equipado con una bomba Spectra Series PI00 y 
un detector de indice de refracci6n Shodex RI-71. Las columnas 
cromatogrhficas utilizadas en 10s distintos casos fueron las siguientes: 
1) p-Bondapack C-I8 (tamat70 de particula 10 pm, longitud 30 cm x 7,8 
mm d.i.) 
2) Bondclone C-18 (tamat70 de particula 10 pm, longitud 30 cm x 7,8 mm 
3) YMC-Pack ODs4 Rp-18 (tamat70 de particula 5 pm, longitud 25 cm x 
20 mm d.i.) 
Las mezclas de solventes utilizadas se indican en cada caso, y esthn 
expresadas en relaciones de volumen. Los solventes de eluci6n utilizados 
fueron purificados por destilacidn. 
HIDR~LISIS Y ANALISIS DE LOS AZ~CARES DE LOS LURID~SIDOS A Y B - 
PREPARACI~N DE ALDONONITRILOS ACETILADOS. 
Una soluci6n de 4-6 mg del gli&sido en H2S04 2N se calienta a 100 OC en 
un vial durante 2 hs. La mezcla resultante se extrae con CH2CI2. La fase acuosa 
del hidrolizado se neutraliza con Ba(OH)2 y se centrifuga. El sobrenadante se 
evapora a sequedad a presi6n reducida. El product0 seco se disuelve en 
piridina (0,5 ml) y se trata con hidroxilamina (NH20H.HC1, 60% en peso del 
azucar). Se calienta en estufa a 65 "C durante 30 min. Se agrega AGO (0,5 ml) y 
se calienta 20 minutos mds. Se enfria y se extrae con CH2CI2-Hz0 (1 :2) (3 ml). 
La fase orgdnica se lava con agua (3 x 2 ml), s. s. de NaHC03 (2 x 2 ml) y 
nuevamente H20 (2 x 2 ml) y se seca con MgS04. Se evapora a sequedad. El 
analisis por CGL de 10s aldononitrilos acetilados obtenidos fue efectuada en una 
colurnna capilar SP-2330, ti 200 "C (9 min) 4 250 'C; 10 "Clmin. (tr = 3.59 min, 
xilosa). 
METAN~L~SIS DE LOS GLIC~SIDOS Y ANALISIS DE LOS AZ~~CARES DE 
ASTEROSAPONINAS POR CROMATOGRAF/A GASEOSA 
Se disuelve 0,5 -1 mg de saponina en HCI 2N anhidro en metanol. Esta 
solucibn se calienta a 80°C en un vial durante 8 hs. Se enfria y la mezcla de 
reaccion se neutraliza con Ag2C03, se centrifuga y el sobrenadante se evapora 
a sequedad bajo N2. El residuo se disuelve en TRlSlL Z (5 pl) (N-trimetilsilil- 
imidazol en piridina) (Pierce Chemical Co) y se deja a temperatura ambiente 
durante 15 min. Los azucares sililados se analizan por CGL con una columna 
capilar OV-101 a 158°C. La identificacibn se realiza por comparacibn con 
patrones de quinovosa, fucosa y xilosa metilados y sililados. 
HIDR~LISIS ENZIMATICA DEL OPH~D~AN~SIDO F Y EL COSMASTER~SIDO B. 
Se incuban 5,O mg de saponina en 1 ml de buffer citrato (pH 4,5) con 6 mg de 
la mezcla de glicosidasas Chamnia lampas (Shikagaku Kogyo) a 3 7 " ~ .  Luego de 
36 hs de reacci6n se observa por ccd en silica de fase normal (n-BuOH-AcOH-H20 
(4:5: 1 ) (fase superior)) la desaparicibn del product0 de partida. La mezcla de 
reaccion se purifica a trav6s de un cartucho Sep-pak Cls lavando con agua y 
eluyendo el product0 con MeOH. La purification final se logra por CLAR (Cis 
Bondclone (30 cm x 7,8 cm)) usando una mezcla de MeOH-Hz0 (50:50) corno 
eluyente. Se obtuvo el Cosmaster6sido C {4)(2 mg) a partir del Ophidianosido F y 
el triglicosido {Pa) (1,8 mg) a partir del Cosmaster6sido B. 
HIDR~LISIS DEL COSMASTER~SID~ A 
Se utilizo acid0 trifluoroacetico dado que 10s rendimientos son en todos 
10s casos a1 menos iguales a 10s obtenidos con Bcidos minerales y el acido 
trifluoroac6tico puede ser removido por evaporacion. 
Albersheim y coll" estudiaron la influencia del tiempo de hidrolisis en la 
determinacion de azucares. En ese trabajo se reporta que trabajando con 
trifluoroac6tico 2N a 121 OC en una hora la hidrolisis se completa. Tiempos de 
reaccion mBs largos provocan degradation de 10s productos de hidrolisis en 
algunos casos (xilosa). 
Una soluci6n de 15 mg del Cosmaster6sido A en 1 ml de acid0 
trifluoroa~tico 2N se coloca en un vial y se calienta en estufa a 121°C durante 
una hora. Se enfria, se lleva a sequedad a presidn reducida y el residuo se 
particiona entre agua (1 mi) y CH2C12. La fase acuosa se lava con CH2C12 (2 x 
0,5 ml) y se lleva a sequedad a presi6n reducida. 
A la mezcla de monosac4ridos libres (1-5 mg) provenientes de la 
hidrolisis del Cosmaster~sido A se le agregan las siguientes soluciones: a - 
solucion 1 :8 (S)-1-amino-2-propanol en metanol(20 p de soluci6n / mg de 
azucar); b - solucion 1 :4 de AcOH glacial en MeOH (1 7p de solucion I mg 
azucar); c - solucion de NaBH3CN al3% en metanol(13pl solucion I mg de 
azucar). El vial bien cerrado se calienta durante 1-2 hs a 65 OC, se enfria y se 
agrega CF3C02H 3M gota a gota (bajo campana, se liberan muy pequeiias 
cantidades de HCN) hasta pH 1-2. La mezcla de reaccibn se evapora a presion 
reducida (Speedvac), y luego se coevapora con agua (3 x 0,5 ml) y MeOH (3 x 
0,5 ml). El residuo es luego tratado con piridina-AQO durante 0,75 h a 100 OC. 
Se enfria y se extraen 10s derivados acetilados con CH2CI2. Se lava la fase 
clorometil6nica con agua (3 x 1 ml), solucidn saturada de NaHC03 (3 x 1 ml) y 
nuevamente agua (1 x 1 ml). La fase orgdnica se seca con Na2S04 anhidro y se 
inyecta en el cromatbgrafo gaseoso. 
Las cromatografias gaseosas se realizaron en un equipo Hewlett-Packard 
5890A equipado con un detector de ionizacidn de llama con una relacidn de 
Split de 100: I. Se utilizb una colurnna Ultra-2 (50 m x 0,2 mm), N2 como gas 
carrier y una presidn en la cabeza de la columna de 20 psi. El programa 
utilizado fue: 1 80°C, 4OCImin hasta 220°C (2 minutos), y luego 1 OClmin hasta 
250°C (1 0 min). Los patrones de I desoxi-I -(2-hidroxipropilamino) alditoles de 
Dquinovosa, D-xilosa, Dglucosa y L-fucosa fueron preparados siguiendo la 
metodologia descripta anteriormente a partir de 1-5 mg de 10s monosa&ridos 
comerciales. 
REACCI~N GENERAL DE SOLV~LISIS RE COMPUESTOS SULFATADOS 
Una solucion de 2-6 mg del esteroide sulfatado disuelto en dioxano (0,35 
ml) y piridina (0,55 ml) se calienta 2 hs a 120 OC en un vial de buen cierre 
(Pierce de 1 ml). Se enfria, se agrega HzO (1 ml) y se extrae con n-BuOH (3 x 
0,5 ml). Los extractos butandlicos se juntan, se lavan con agua y se evaporan a 
sequedad a presion reducida. 
PREPARACI~N DE DERIVADOS ACETILADOS 
Se trata la muestra (8 -1 0 mg) con una mezcla de anhidrido adtico (1 ml) 
y piridina ( I  ml) a temperatura ambiente durante 2 horas. Se agrega 1 ml de 
agua y se extrae con CH2CI2. Se evapora el solvente al vacio y el residuo se 
purifica por eluci6n a traves de un cartucho de silica de fase reversa lavando 
primer0 con agua y eluyendo el product0 acetilado con MeOH. 
PREPARACI~N DE LOS ESTERES DE MTPA DE ESTEROIDES 
POLlHlDROXllADOS 0 SULFATADOS 
Se trata el esteroide (13 mg) con el cloruro del dcido (+)a-metoxia- 
(trifluorometil)-fenil acetic0 comercial (10 pl) disuelto en piridina seca (0,3 ml) 
durante 1 h a temperatura ambiente. Se evapora el solvente y el residuo se 
purifica a trav6s de un cartucho Sep-pak CIs (MeOH:H20 5050, MeOH) para 
dar el 6ster 3p,26di-(+)-MTPA. 
Los esteres 3fl,26di-(-)-MTPA se preparan con el cloruro de (-)*-metoxi- 
a-(trifluorometil)-fenil ac6tico. 
DATOS ESPECTROSC~PICOS Y CONSTANTES F[SICAS DE LOS 
COMPUESTOS AISLADOS 
Glicdsido 
Ophidiandsido F (3) 
Cosmasterdsido A { I )  
Cosmasterdsido B (2) 
Cosmasterdsido C (4) 
Cosmaster6sido D (5) 
Forbdsido H (6) 
Rotacidn especifica* 
[a10 
+0,4 (MeOH) 
+5,3 (MeOH) 
+2,8 (MeOH) 
-7,O (MeOH) 
+3,2 (H20) 
-497 (Hz01 
concentraciones en el rango 0,17 a 0,69 g/100ml. 
Cosmasterbido A { I )  : RMN 'H en tabla 2; RMN 13c en tablas 3 y 4. 
Cosrnasterdsido B (2) : RMN 'H en tabla 2; RMN 13c en tablas 3 y 4. 
Ophidianbido F (3) : fab de iones positivos mlz 1259 [MNa + Na]; RMN 'H 
(CD30D) 6 (aglicona) 0,93 (3H, d, J = 6,6 Hz, H3-26), 0,94 (3H, d, J = 6,5 Hz, H3- 
27), 1,37 (3H, s, H3-21), 1,02 (3H, s, H3-19), 0,81 (3H, s, H3 -18), 4,21 (IH, m, H- 
3),2,42(2H,d, J =6,5, H-24), 2,62 (2H,cAB, J =  15,O H-22), 537 (IH, da, J =5,5 
Hz, H-I I).  6 (azucares) 1,29 (d, 3H, J = 5,8 Hz, Me-5'de quinovosa I), 1,32 (d, 3H, 
J = 6,2 Hz, Me-5'de fucosa), 1,39 (d, 3H, J = 6,3 Hz, Me-5'de quinovosa II), 3,95 
(dd, IH, J =  11,1;4,5Hz, H-5'ecdexilosa11),4,13(dd, IH, J =  11,5;4,6Hz, H- 
5ec de xilosa I), 4,43 (2H, J = 6,3 Hz) hidr6genos anom6ricos de xilosas I y II, y 
4,57 (d, 3H, J=7,1 Hz) hidrdgenos anom6ricos de quinovosas I, II y fucosa. RMN 
13 C (piridina-ds) en tablas 3 y 4. 
Cosmasterdsido C (4) : RMN 'H en tabla 2; RMN 13c en tablas 3 y 4. 
Cosrnasterdsido D ( 5 )  : RMN 'H en tabla 2. 
Forbesido H: (6) : fab de iones negativos m/z 957 [M 1- ; RMN 'H (CD3OD) 
6 (aglicona) 0,95 (3H, d, J = 6,6 Hz, H3-26), 0,96 (3H, d, J = 6,5 Hz, H3-27), 1,37 
(3H, s, H3-21), 1,02 (3H, s, H3-19), 0,81 (3H, s, H3-18), 4,22 (IH, m, H-3), 2,41 
(2H, d, J = 6,5; H-24), 2,61 (c, J = 15,O; H-22), 5,37 (IH, da, J = 5,5 Hz). 6 
(azucares) 1,29 (d, 3H, J = 5,8 Hz, Me-5'de quinovosa I), 1,39 (d, 3H, J = 6,3 Hz, 
Me-5'de quinovosa II), 3,91 (dd, IH, J = 11,l; 4,5 Hz, H-5'ec de xilosa), 4,42 (d, 
IH, J = 6,3 Hz) hidrdgeno anomerico de la xilosa y 434 (d, IH, J = 7,l Hz) 
hidrdgeno anomerico de quinovosa I y 4,56 (d, I H, J=7,1 Hz) hidrdgeno 
anomerico de quinovosa II; RMN 13c en tablas 3 y 4. 
Luriddsido A ( 7 )  : [ a ] ~  + 3,7O (c = 0,4, MeOH); fab de iones positivos m/z 
725 [M + K]', 709 [M + Na]', 607 [M + H - SW'; RMN 'H (CD3OD) 6 (aglicona) 
0,91 (3H, d, J =6,7 HZ, H j -260  Hg-27) 0,92 (3H, d, J =6,7 HZ, Hg-26 o H3- 
27), 0,97 (3H, d, J=6,7 HZ, H3 - 21), 1,00 (3H, S, H3 - 19), 1,28 (3H, S, H3 -18), 
2,40 (IH, dd, J = 12,0, 3,5 Hz, H - 7ec), 2,40 (IH, m, H - 16ec), 334 (IH, m, H - 
3a), 3,73 (IH, ddd, J = 10,5; 10,5; 4,0, H -6P), 4,45 (IH, m, H - 15a); 6 (azucar) 
(IH, debajo de la seAal del solvente, H -27, 3,30 (IH, debajo de la seiial del 
solvente, H -5' ax) , 3,50 (IH, t, J = 9 Hz, H - 3'), 4,15 (IH, dd, J = 12,O; 5,5 Hz, H- 
5*ec), 4.19 (IH, d, J = 7,5 Hz, H-I'); RMN I S ~  en tabla 5. 
Luriddsido B (8) : [ a ] ~  + 1,5O (c = 0,3, MeOH); fab de iones positivos mlz 
723 [M + K]', 707 [M + Na]', 605 [M + H - SOs]'; RMN 'H (CD3OD) 6 (aglicona) 
0,87(3H, d, J=7,0Hz, H3-26),0,94(3H,d, J=7,0Hz, Hs-27), 1,02(3H,d, 
Datos espectrosco'picos 
J=6,5 HZ, H3-21), 1,00 (3H, S, H3-19), 1,29 (3H, S, H3 -18), 2,40 (IH, dd, J = 12,O; 
3,5 Hz, H-7ec), 2,40 (IH, m, H-IGec), 334 (IH, m, H3a), 3,73 (2H, m, H-6p e H- 
24), 4,41 (IH, m, H-15a), 5,35 (2H, m, H-22 e H-23); 6(azucar) 3,26 (IH, debajo 
de la seiial del solvente, H-2'), 3,30 (IH, debajo de la seiial del solvente, H -5' 
ax), 3,50 (IH, t, J = 9  Hz, H-3'), 4,14(1H, dd, J = 12,O; 5,5Hz, H-5'ec), 4,19 
(1 H, m, H-4'),4,26 (IH, d, J=7,5 Hz, H-1'); RMN 13c en tabla 5. 
Pycnopodidsido C (9) : fab de iones negativos rnlz 693 [M - H I  ; RMN 'H 
(CD30D) 6 (aglicona) 0,96 (3H, d, J = 7,O Hz, H3 - 26), 0,96 (3H, d, J = 7,O Hz, H3- 
27), 0,96 (3H, d, J = 7,O HZ, H3-21), 1,01 (3H, S, Hs-Ig), 1,29 (3H, S, Hg-18), 2,40 
(1 H, dd, J = 12,O; 3,5 Hz, H-7ec), 2,40 (1 H, m, H-16ec), 3,55 (1 H, m, H-3a), 3,71 
(2H, m, H-6p e H-24), 4,44 (IH, ta, J = 5,5; H-15a), 5,35 (2H, m, H-22 e H-23); 
6(azucar) 3,21 (AH, dd. J = 7,5; 9,5 Hz, H-27, 3,5 (AH, m, H -5'), 3,38 (IH, t, J = 
9,5 Hz, H - 33, (debajo de la seiial del solvente, H-4'),4,32 (IH, d, J = 7,5 Hz, H- 
1'),4,34(1H,dd,J=2,5;11,5Hz,H-6'),4,18(lH,dd,J=5;11,5Hz,H-6'). 
RMN 13c (CD3OD) PycnopodiQido C (9) : 
(24S)-O-(~-D-xilopiranosil)-5a-~oIesta-3~,8,15~-pentol { I  0) : RMN ' H 
(CD3OD). Las senales correspondientes a la aglicona son identicas a (7)  ; 6 
(azucar) 3.18 (1 H,t J=10,0 Hz, H-S'ax.), 3.20 (1 H,dd, J=7,5; 9,5 Hz, H-23, 3,35 
(IH, debajo de la seilal del solvente, H-3'), 3.50 (IH, m, H-43, 3,85 (IH, dd, 
J=lO,O; 5,O Hz, H-S'ec), 4,29 (1 H, d, J = 7 Hz, H-I '). 
(24S)-O-(~-D-xilopiranosil)-5a-colesta-(22E)-eno-3,6a,8,15-pentol { I  1) : 
RMN 'H. Las seiiales correspondientes a la aglicona son identicas a (8); las 
senales del azucar identicas a (10) 
Acanthaglic6sido B (12) : fab de iones positivos mlt 1303 [M + K]', 1287 [M 
+ ~ a ] '  ,1281 [RSOsK + HI', I 185 [M -SO3 + HI*, 771,755 (pentasadrido), 625, 
609, 593 (tetrasachrido), 479,463,447 (trisa&rido); fab iones negativos mlz 1263 
[M - H]' , 1241 [M - Na]' ; RMN 'H (CDsOD) 8 (aglicona) I .33 (3H, s, H3-21). 0.78 
(3H, s, H3 -18), 1.90 (3H, sa, H3 -26), 2.1 1 (3H, sa, H3-27), 0.98 (3H, s, H3 -19), 
4.21 (AH, m, H -3), 5.37 (IH, da, J = 5.5 Hz, H -11), 6.2 (IH, s, H -24); G(azucares) 
en referencia 107. RMN 13c en tabla 6. 
Acanthaglicdsido C (13) : fab de iones positivos rn/z 1305 [M + K]', 1289 [M 
+ ~a]', 1283 [RSOsK + HI*, 1 187 [M -SO3 + HI*, 771,755 (pentasachrido), 625, 
609, 593 (tetrasacdrido), 479,463,447 (trisaarido); fab de iones negativos 1265 
[M - Hr, 1243 [M - Na]'. RMN 'H (CD3OD) 8 (aglicona) I .33 (3H. s, H3-PI), 0.78 
(3H, S, Hs18), 0.88 (3H, d, J = 6.6, H3-26), 0.90 (3H, d, J = 6.6, H3-27), 0.98 (3H, 
S, Hr19),4.21 (IH, m, H-3),2.38(2H,d, J=6.5, H-24),2.62 (2H,cAB, J=15.0, 
H-22). 5.37 (1 H, da, J = 5.5 Hz, H-I I); 6 (azdcares) en referencia 107. 
RMN 13c (piridinadd (12) y (13): 
RMN 13c de la porci6n glicosldica de (12) y (13) en tabla 6 (pdg. 70) 
ScL-colesta-3p,5,6$, 15a, 16p,26-hexaol (14) : fab de iones negatives mlz 467 [MI; 
RMN 'H (CD30D) G 0,94 (3H, s, H3-18); 0.94 (3H, d, J= 7 HZ, H3-27); 0.98 (3H, d, 
J= 7 Hz, H3-21); 1,21 (3H, s, H3-19); 3,50 (IH, s a, H-6a); 3,45 (1 H, dd, J= 11; 5,5 
Hz, Hz-26), 3,34 (1 H, Hz-26, debajo de la sefial del metanol), 4,04 (1 H, m, H-3a); 
3,76 (IH, dd, J=10,5; 3,O; H-15p); 4.00 (AH, dd, J= 7.5; 3.0; H-IGcr); RMN 13c en 
tabla 7. 
5u-colesta-3~,5,6p,15a,26-hexaol 15-sulfato (1 5) : fa b de iones negativos mlz 53 1 
[Mso J. RMN 'H (CD30D) G 0.76 (3H, s, H3-18); 0.89 (3H, d, J= 7 Hz, H3-27); 
Datos espectroscdpicos 
0,93 (3H, d, J= 6,5 Hz, H3-21); 1,16 (3H, s, H3-19); 3,47 (IH, s a, H-6a); 3,40 (IH, 
dd, J= 10,5; 5,O; Hz-26), 3,28 (AH, dd, Hz-26, debajo de la seAal del metanol), 4,O 
(IH, m, H3a); 4.47 (IH, dt, J=9,0; 3,O; H-15p); RMN 13c en tabla 7. 
5a-colesta-3$,5,6p, 15a,26-pentol26-sulfato (16) : [ a ] ~  + 64,0° (c= 0,1, MeOH); 
fab iones negativos rnlz 531 [MS03]-; RMN 'H (CD30D) 6 0,77 (3H, s, Hj-18); 
0,94 (3H, d, J= 6,7 Hz, H3-27); 0,99 (3H, d, J= 6,7 Hz, H3-21); 1,20 (3H, s, H3-19); 
3,51 (AH, s a , H-6a); 3,75-3,90 (3H, m, Hz-26 e H-15P), 4,04 (1 H, m, H-3a); RMN 
13 C en tabla 7. 
5a-colesta-3p,5,6p, 15~~~26-pent01 (17) : RMN 'H (CDJOD) 6 0,76 (3H, s, H3-18); 
0,94 (3H, d, J= 6,7 Hz, H3-27); 0,99 (3H, d, J= 6,7 Hz, H3-21); 1,20 (3H, s, H3-19); 
3,51 (1 H, s. a., H-6a); 3,34 (1 H, H-26, debajo de la sef'ial del solvente); 3,45 (1 H, 
dd, J= 10,5; 5,O HZ, H-26); 3,90 (IH, dt, J= 3,O; 9,O HZ, H-15$); 4,04 (IH, m, H- 
3a). 
3p.26-di-(+)-MTPA de (17) : RMN 'H (CD3OD) b 0,80 (3H. s, H3-18); 0.97 (6H, d, 
J= 6,7 Hz, H3-21 y H3-27); 1,23 (3H, s, H3-19); 3,50 (1 H, s a, H-6a); 4,15 (1 H, dd, 
J= 10,O; 5,5 Hz) y 4,24 (1 H, dd, J= 10,O; 5,5 Hz, Hz-26); 3,90 (1 H, dd, J= 3,O; 9,O 
Hz, H-15$); 5,50 (IH, m, H-3a). 
3p,26-di-(-)-MTPA de (17): El espectro RMN (CD30D) resulta identico a 10s 
valores del ester (+)-MTPA except0 las senales de H2-26 a 6 4,13 (1 H, dd, J= 
10,O; 5,5 Hz) y 4,26 (IH, dd, J= 10,O; 5,5 Hz). 
S$-Colesta-3a,4a, 1 1 $,2 1 -tetrol3,21 -disulfato (41) : fab de iones negativos d z  
6 17 [M(S03Na)(SO;)], 51 3 [6 1 7-SO3Na-HI, 497 [6 17-NaHSO,]; RMN ' H (CDsOD) 
6 0,87 (6H, d, J = 7,l HZ, H-26, H-27), 0,91 (3H, S, H-18), 1,13 (3H, S, H-19), 3,95 
(IH, dd, J =9,2; 6,2 Hz, H-21), 4,19 (4H, m, H-3P, Hap, H-lla,H-21). 
5P-Colesta-3a,4a, 1 1 P,21 -tetrol-24(28)-ene 3,21 -disulfato (42) : fa b de iones 
negativos mtz 629 [M(S03Na)(SOi)], 527 [629-S03Na-HI, 509 [629-NaHSOs]; 
RMN 'H (CD3OD) S 0,93 (3H, S, H-18). 1.03 (6H, d, J = 7.0 HZ, H-26, H-27), 1,15 
(3H, s, H-19), 3,95 (IH, dd, J = 9,2; 6,2 Hz, H-21), 4,19 (4H, m, H-3j3, H-4j3, H- 
I 1a,H-21), 4,70 (2H, s.a., H-25, H-28). 
5P-Colesta-3a,4a, I I p,2 1 -tetrol-(22E)-22-eno 3,21 -disulfato (43) : fa b de iones 
negativos m/z 6 15 [M(S03Na)(SOi)], 51 1 [615-S03Na-HI, 495 [615-NaHs0.11; 
RMN 'H (CD3OD) S 0,87 (6H, d, J = 7.1 HZ, H-26, H-27), 0,93 (3H, S, H-18), 1 ,I4 
(3H, s, H-19), 3,95 (IH, dd, J = 9,2; 6,2 Hz, H-21), 4,15 (4H, m, H-3P, H-4j3, H- 
11a,H-21), 5,25 (AH, dd, J = 15,O; 8,O; H-Z), 5,41 (IH, m, H-23). 
5P-24-norcolesta-3a,4a, 1 1 P,21 -tetrol-(22E)-22-eno 3,21 -disulfato (44) : [ a ] ~  + 
10,gO [c 0,62, MeOH]; fab de iones negativos m/z 601 [M(S03Na)(SOi)] y picos 
intensos a rnlz 497 y 479 correspondientes a 10s fragmentos obtenidos por las 
perdidas de NaS03 con transferencia de prot6n [601 - NaS03 - HI y NaHSO4 [601 
- NaHS04]; RMN-'H (CbOD) 8 0.93 (3H, s, Me-la), 0.96 (6H, d, J= 6.6 Hz, Me-26 
y Me-27), 1,15 (3H, s, Me-19), 3,90 (IH, dd, J= 9,2; 6,2 Hz, H-21), 4,17 (4H, m, H- 
3P, Hap, H-l la,  H-21), 5,25 (IH, dd, J= 15,l; 7,8 HZ, H-22), 5,43 (IH, dd, J= 
15,l; 6,2 HZ, H-23). 
Carbono (431 
Datos arpectrascdpicos 
RMN '%- de los compuestos (41) -{44} a 
1 36,l %,I 361 
2 23,5 23,5 23,5 
3 82,4 82'5 82,4 
4 75,2 75,3 75,2 
5 48,8 48,8 48,8 
6 27,O 27,O 27,O 
7 28,6 28,6 29,O 
8 31,8 31,6 31,8 
9 45,8 45,8 45,8 
10 36,4 36,4 36,3 
11 68,9 68,9 68,8 
12 49,6 49,8 49,6 
13 42,7 42,7 42,6 
14 59,4 59,3 59,5 
15 25,l 25,2 25,l 
16 29,9 29,7 29,9 
17 52,6 52,5 52,7 
18 15,l 15,l 153 
19 27,4 27,4 27,4 
20 41,6 41,4 46.7 
21 69,5 69,4 71,6 
22 30,9 31.8 131,O 
23 24,5 29,9 134,O 
24 40,7 157,9 43,2 
25 29,l 348 29,7 
26 23,2 22'5 22,8 
27 23,O 22,4 22,8 
28 106,9 
" Los espectros fueron realizados en CD30D. 
Datos espectr0scd;picos 
colest-5-eno-2p.3a.21-triol2,21-disulfato (56): RMN 'H (CD3OD) b 4,42 (IH, d. a., 
2,5 Hz, H-2), 4,02 (IH, d. a., 2,5 Hz, H-3), 2,81 (IH, dd, 14,6; 2,7 Hz, H-4ax.), 5,34 
(IH, m, H-6), 1,06 (IH, m, H-7ec.), 1,57 (IH, m, H-Tax.), 0,73 (3H, s, H-18), 1,16 
(3H,s, H-19),3,97(1H,dd, J=9,8;6,4Hz,H-21),4,18(1H,dd, J=9,8;3,7Hz, H- 
21), 0,88 (3H, d, J=6,5, H-26), 0,88 (3H,d, J=6,5, H-27). 
colesta-5,24-dieno-2p,3a,2l-triol2,21-disulfato (57) : RMN 'H (CD3OD) 6 4,42 
(IH, d. a., 2,5 Hz, H-2), 4,03 (IH, d. a., 2,5 Hz, H-3), 2,81 (IH, da, 14,7 Hz, H- 
4ax.), 5,34 (IH, m, H-6), 0,72 (3H, s, H-18), 1,15 (3H, s, H-19), 3,97 (IH, dd, J = 
9,5; 6,2 HZ, H-21), 4,18 (IH, dd, J =9,5; 3,7 HZ, H-21), 5,12 (t, 6,7 HZ, H-24), 1,60 
(3H, S, H-26), 1,65 (3H, S, H-27). 
colest-24-eno-2~,3a,21-triol3,21-disulfato (58): RMN 'H (CD3OD) 6 4.06 (IH, s. 
a., H-2), 4,39 (IH, s. a., H-3), 0,70 (3H, s, H-18), 0,99 (3H, s, H-19), 3,94 (IH, dd, 
J=9,5; 6,2 HZ, H-21), 4,17 (IH, dd, J=9,5; 3,7 HZ, H-21), 5,09 (t, 6,7 HZ, H-24), 
1,61 (3H, S, H-26), 1,65 (3H, S, H-27). 
colesta-5,24-dieno-2a,3a,4~,21-tetraol3,21-disulfato (59) : RMN 'H (CD3OD) b 
3,88 (IH, m, H-2), 4,42 (IH, dd, 5,l; 2,2 Hz, H-3), 4,26 (IH, d, 2,2 Hz, H-4), 565 
(IH, m, H-6), 0,75 (3H, s, H-18), 1,22 (3H, s, H-19), 3,97 (IH, dd, J = 10,O; 6,4 Hz, 
H-21), 4,18 (IH, dd, J = 10,O; 3,6 HZ, H-21), 510 (t, 6,7 HZ, H-24), 1,61 (3H, S, H- 
26), 1,65 (3H, S, H-27). 
colest-5-eno-Za,3a,4P.21 -tetra01 3.21-disulfato (60) : RMN 'H (CD3OD) b 3.83 
(IH, m, H-2),4,42(1H, dd, 5,1;2,2 Hz, H-3),4,26 (IH, d,2,2Hz, H-Q), 5,60 (IH, 
m, H-6), 0,75 (3H, s, H-18), 1,26 (3H, s, H-19). 3.93 (AH, dd, J = 10,O; 6,3 Hz, H- 
Daios espectnxrcdpicos 
21), 4,18 (1 H, dd, J = 10,O; 3,5 Hz, H-21), 0,88 (3H, d, 6,5 HZ, H-26), 0,88 (3H, d, 
6,5 HZ, H-27). 
colesta-5,24-dieno-2P,3~,21 -trio1 (57a) : RMN 'H (CD3OD) S 3.66 (1 H, s.a., H-2). 
3,66 (IH, s. a., H-3), 2,93 (IH, da, 14,7 Hz, H4ax.), 5,42 (IH, m, H-6), 0,68 (3H, 
s, H-18), 1,15 (3H, s, H-19), 3,66 (IH, m, H-21), 3,79 (IH, dd, J  = 9,5; 3,7 Hz, H- 
21), 5,08 (t.a., 6,7 Hz, H-24), I ,59 (3H, s, H-26), I ,66 (3H, s, H-27). 
colesta-5,24-dieno-2p,3u,21 -trio1 {57a} : RMN 'H (CDCI3) S 3.66 (1 H, s.a., H-2). 
3,66 (AH, s. a., H-3), 2,92 (IH, da, 14,7 Hz, H4ax.), 5,42 (IH, m, H-6), 0,67 (3H, 
S, H-18), 1,14 (3H, S, H-19), 3,74 (IH, dd, J  = 10,8; 4,4 HZ, H-21), 3,81 (IH, dd, J 
= 10,8; 3,O Hz, H-21), 5,09 (t.a., J  = 6,7 Hz, H-24), 1,58 (3H, s, H-26), 1,66 (3H, s, 
H-27). 
colesta-5,24-dieno-2~3a,21-triol (57.) : RMN 'H (Py-ds) 8 4,49 (1 H, s.a., H-2), 
4,49 (1 H, s. a., H-3), 3,45 (IH, da, 13,9 Hz, H4ax.), 5,38 (1 H, m, H-6), 0,83 (3H, 
s, H-18), 1,74(3H, s, H-19), 3,93 (IH,d.a., J =  10,4Hz, H-21),4,11 (lH,d.a., J =  
10,4 Hz, H-21), 5,10 (t.a., J  = 6,7 Hz, H-24), 1,63 (3H, s, H-26), 1,69 (3H, s, H-27). 
colesta-5.24-dieno-2P.3~,21 -trio1 3-acetato,2,21 -disulfato (57b) : RMN 'H 
(CDsOD) S4,48 (IH, s. a., H-2), 5,09 (IH, s. a,, H-3), 2,80 (AH, da, 14,7 Hz, H- 
4ax.), 5,29 (1 H, m, H-6), 0,73 (3H, s, H-18), I ,I 7 (3H, s, H-19), 3,96 (1 H, dd, J  = 
9,5; 6,2 Hz, H-21),4,17 (IH, dd, J =9,5; 3'7 Hz, H-21), 5,09 (s-a., H-24), 1,61 (3H, 
S, H-26), 1,66 (3H, S, H-27), 2,06 (3H, S, OAC). 
RMN 13c de 10s compuestos (56)-(60) en tabla 14. 
FAB- de 10s compuestos (56)-(60) en el text0 (Cap. 3.2) 
colest-5-eno-2p,3a,21 -trio1 3,21 -disulfato (81) : RMN 'H (CD3OD) 8 1,85 (1 H, dd, J 
= 13,2; 2,4 Hz, H-I), 1,56 (IH, dd, J = 13,2; 4,6 Hz, H-I), 4,06 (IH, da, 2,O Hz, H- 
2), 4,41 (IH, m, H-3), 2,31 (IH, da, 15,O Hz, H-4), 2,81 (IH, dt, J = 150; 2,O Hz, 
H-4), 5,34 (1 H, da, J = 5,5 Hz, H-6), 0,74 (3H, s, H-18), 1 ,I 5 (3H, s, H-19), 3,94 
(IH, dd, J = 10,O; 6,5 Hz, H-21), 4,20 (IH, dd, J = 10,O; 3,8 HZ, H-21), 0,87 (6H, 
d, J = 7 HZ, H-26, H-27). 
colest-5-eno-3a,4~,2l-triol3,21-disulfato (62) : RMN 'H (CD30D) 8 4.48 (1 H, c, J 
=2,7Hz, H-3),4,16(1H,da,2,7Hz, H-4),5,61 (lH,da, J=3,8 Hz, H-6),0,74(3H, 
S, H-18), 1,19 (3H, S, H-19), 3,94 (IH, dd, J = 10,O; 6,5 HZ, H-21), 4,20 (IH, dd, J 
= 10,O; 3,7 HZ, H-21), 0,87 (6H, d, J = 7 HZ, H-26, H-27). 
RMN 13c de 10s compuestos (61). (62) y (63) en tabla 15. 
5p-colesta-3a,4a, I I p, l2p,21 -pent01 3.21-disulfato (64) : RMN 'H (CD30D) 8 0.88 
(6H, d, J = 7,l HZ, H-26, H-27), 0.86 (3H, S, H-18), 1 ,I9 (3H, S, H-19), 4,03 (dd, J 
=9,5,5Hz,H-21),4,19(3H,m, H-3p, H-4P,H-21)3,24(IH,d, J=3,5Hz, H-12), 
3,95 (IH, t, J = 3,5 HZ, H-I 1). 
RMN 13c del compuesto (64) 
Carbono 
1 
2 
3 
4 
5 
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RESUMEN: AISLAMIENTO Y ELUCIDAC~N ESTRUCTURAL DE METABOLITOS 
SECUNDARIOS POLARES PRESENTES EN EQUINODERMOS 
El phylum Echinodermata comprende 6000 especies vivientes 
distribuidas en todos 10s oceanos desde los trdpicos hasta la Antdrtida. Se 
divide en 5 clases: Crinoidea (lirios de mar); Holothuroidea (pepinos de mar u 
holoturias); Echinoidea (erizos de mar y ddlares de arena); Asteroidea (estrellas 
de mar) y Ophiuroidea (ofiuros). 
Este trabajo de tesis tuvo por objetivo el aislamiento y la elucidacidn 
estructural de metabolitos secundarios de organismos pertenecientes a tres 
clases del phylum Echinodermata. En ese sentido se realizd el estudio de 10s 
asteroideos Cosmasterias lurida (Philippi, 1 858) y Luidia ludwigi scotti Bell 
(1 9 1 7), 10s ofiuroideos Ophioplocus januani' (Liitken, 1 856), Ophionotus victoriae 
(Bell, 1902), Astrotoma agamiii (Lyman, 1875), Ophiocoma echinata (Lamarck, 
181 6) y el equinoideo Encope emaginata (Leske, 1 778). 
PHYLUM ECHINODERMATA - CLASE ASTEROIDEA 
a) AISLAMIENTO Y CARACTERIZACI~N DE SAPONINAS Y OTROS 
ESTEROIDES POLARES DE Cosmasterias lurida 
Se aislaron y caracterizaron dos glicdsidos esteroidales (Luridbsidos A 
y 9) y cuatro asterosaponinas (Cosmaster6sldos Ap Bp C, y D), todos ellos de 
estnrctura novedosa. Se aislaron tambib el Pycnopodidsido C, Ophidiandsido 
F y Forbesido H informados con anterioridad en Pycnopodia helianfhoides, 
Ophidiaster ophidianus y Asterias forbesi, respectiva mente. 
Fig. 1 - Luridbsidos A y B 
Fig. 2 - Pycnopodibsido C 
El Cosmasterdsido A contiene la misma cadena de oligosa&rido que el 
Ophidiandsido F con la aglicona (20s)-501-colesta-9(1 I), 24-dieno-3p,6~,20-triol 
3$-sulfato. Los Cosmasterdsidos B, C y D contienen Thornasterol A como 
aglicona y difieren en el ndmero e identidad de 10s monosa~ridos de la cadena 
de azlicares. El Cosmasterdsido B contiene una cadena de oligosa&ridos 
novedosa que difiere de la del Ophidiandido F en el reemplazo de la unidad de 
quinovosa unida a C-6 de la aglicona por glucosa. Los tetrasaaridos 
Cosmaster6sidos C y D estan relacionados con el Cosmaster6sido B y el 
Ophidianbido F respectivamente por la p6rdida de la fucosa terminal. 
Estos compuestos junto con 10s Luriddsidos A y B (novedosos) y el 
Pycnopodibido C completan las saponinas aisladas de esta estrella. 
FUC 
XIL II 
=a XIL I bn - . .. 
QUI 
y 3  
QUI I 
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XIL II 
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Fig. 3 - Glic6sidos esteroidales aislados de Cosmastedas lurida 
b) AISLAMIENTO DE SAPONINAS Y ESTEROIDES POLIOXIGENADOS DE 
Luidia ludwiai sootti Bell (1 91 7) 
El asteroideo Luidia ludwigi scotti Bell (1917) fue recolectado en la Bahia 
de San Antonio Oeste, provincia de Rlo Negro en agosto de 1993. El 
procedimiento de purificacidn fue similar al utilizado con Cosmasterias lurida. Se 
aislaron de esta estrella dos asterosaponinas, 10s Acanthaglicdsidos B (10,5 
mg) y C (24,O mg), aislados previamente de la estrella Acanthaster planci y tres 
esteroides polihidroxilados. Dos de ellos, 5a-colesta-3P,5,6P, 15a, 16P,26-hexaol 
(1 8,9 mg) y Sa-colesta-3fI,5,6P, 15a,26-pentol 15-sulfato (47,O mg), heron 
previamente aislados de las estrellas Myxodenna platyacanthum y Lujdia 
maculata, respectivamente, mientras que 501-colesta-3P,5,6P, 15a,26-pentol26- 
sulfato (9,7 mg) result6 novedoso. 
GLC 
Fig. 4 - Acanthaglicdsidos B y C 
Fig. 5 - Esteroides polihidroxilados de Luidia ludwigi 
La presencia de una funcidn hidroxilo en C-26 es comrjn en esteroides 
polihidroxilados aislados de estrellas. Sin embargo un grupo sulfato en esa 
posicidn es muy poco usual. 
La configuracidn 25s en 10s tres esteroides polihidroxilados se establecid 
sobre la base del analisis de 10s especbos de RMN 'H de sus Meres con 10s 
dcidos (+)-(R)- y (-)-(S)-u-metoxi-a-(trifluorometi1)-feniati (MTPA, reactivo 
de Mosher). 
Fig. 6 - compuesto novedoso aislado de Luidia ludwigi. 
PHYLUM ECHINODERMATA - CLASE OPHlUROlDEA 
La brjsqueda de metabolites secundarios en asteroideos (estrellas) y en 
holoturoideos (pepinos de mar) recibid marcada atencidn en 10s rjltimos afios. 
Por el contrario, son muy pocos 10s trabajos publicados sobre el aislamiento de 
esteroides polihidroxilados sulfatados de ofiuros. 
En contraste con la hidroxilacidn en C-26 comrjn en 10s esteroides 
polihidroxilados de estrellas, 10s esteroides polares de ofiuros se caraderizan 
por la hidroxilaci6n y sulfatacidn en C-3a y en C-21. Esteroides sulfatados en 
esta Oltima posicidn sdlo fueron encontrados en la estrella Euretaster insgnis. 
Otras caracterlsticas distintivas de los esteroides polares de ofiuros son la 
hidroxilacidn en C-I I y C-12 y la fusidn cis ae 10s anillos AIB o la presencia de 
un doble enlace A ~ .  
ESTEROIDES POLIHIDROXIlADOS SULFATADOS DE 
Oohio~/ocus ianuani (Lutken 1 856) 
Los cuatro esteroides polares aislados de Ophioplocus januarii presentan 
grupos sulfato en C-3a y C-21, 10s anillos AIB fusionados en cis, y grupos 
hidroxilos en 10s carbonos C-4a y C-11 p. El esteroide 24-norcolest-(22E)-58-22- 
en-3a,4a, 1 1 P,2 1 -tetra01 3,2 1 -disulfato result6 novedoso (fig. 7). Los otros tres 
esteroides fueron aislados previamente de 10s ofiuros Ophiocoma dentata, 
Ophiarthtum elegans y Ophiarachna incmssata. 
Fig. 7 - Compuesto novedoso de Ophioplocus januarii 
Fig. 8 - Compuestos aislados de Ophioplocus januarii 
Actividad antiviral de 10s compuestos aislados de OD~~OD/OCUS ianuarii 
Se estudid la antividad antiviral de 10s compuestos aislados de 
Ophioplocus januarii contra cuatro virus pat6genos en humanos: virus del 
Herpes simplex tip0 1 (HSV-I), virus Junin (JV), virus sincitial respiratorio (RSV) 
y virus del polio (PV). 
Dado que 10s compuestos aislados de Ophioplocus januarii difieren sdlo 
en la cadena lateral, 10s resultados obtenidos en estos ensayos indican la 
importancia del doble enlace presente en dos de ellos, en el efecto 
inhibitorio del virus sincitial respiratorio (RSV), asi como del doble enlace A 24(28) 
en la replicacidn del virus Junin (JV). 
ESTEROIDES POLlHlDROXllADOS SULFATADOS DE 
O~hionotus victoriae (Bell. 1 902) 
El ofiuroideo Ophionotus victoriae (Bell 1902) (0,6 kg) fue colectado en 
1994 en Caleta Potter, muy cerca de la Base Jubany, lslas Shetland del Sur, 
AnMrtida. De 10s cuatro compuestos aislados, dos fueron descriptos 
previamente a partir de 10s extractos de Ophiotnx fragialis y Ophiura texturata el 
primer0 y Ophiura sarsi, Ophiotrix fragialis y Ophiura texturata, el seg undo. Los 
compuestos novedosos se obtuvieron como una mezcla de is6meros. 
R1 = SWNa' & = H 
Ri = H & = SO j ~ a '  
Fig. 9 - Compuestos aislados de Ophionotus victonae. 
AlSIAMlENTO Y PURIFICACI~N DE LOS COMPUESTOS POIARES 
DE Onhiocoma echinata (Lamarck. 1 81 6) 
El ofiuro tropical Ophiocoma echrirata fue recolectado en la bahia de 
Neguange, Colombia. De este organismo se aislaron dos esteroides 
polihidroxilados sulfatados 5$,colest-3~,4~, 1 1 $, 12$,21 -pent01 3,21 -disulfato y 
5$,colest-3~,4a, 1 1 P,21 -tetra01 3,2 1 -disulfato aislados previamente de 
Ophiodenna longicaudum y Ophiocoma dentata, respectivamente. Este Oltimo 
tambi6n fue encontrado en Ophioplocusjanuarii en este trabajo. 
Fig. 10 - Esteroides aislados de Ophiocoma echinata 
UN ALQUENO SULFATADO NOVEDOSO DE O~hioooma echinata 
El estudio de las fracciones de CLAR de Ophiocoma echinata permiti6 
aislar un alqueno sulfatado. La estructura fue determinada por espectrometrla 
de masa (FAB) y RMN I D  de 'H y 13c y secuencias bidimensionales COSY 'H - 
1 H. 'H - 13c y NOESY. NO existen antecedentes en literatura respecto del 
aislamiento de este tipo de compuestos en ofiuros 
Fig. 11 - Alqueno sutfatado aislado de Ophiocoma echinata 
ESTEROIDES SULFATADOS NOWOSOS DE Astratoma aaassizii 
El ofiuro antdrtico Astrotoma agwskfi (Lyman, 1875) se colectd cerca de 
las lslas Georgias del Sur en febrero de 1994. La presencia del grupo sulfato en 
C-2 es una caracteristica poco comlin en los esteroides polares aislados de 
ofiuros. Adeds, 10s compuestos novedosas presentan un grupo isopropenilo 
en la cadena lateral y constituyen 10s prirneros ejemplos de esta cadena en 
ofiuros. Los dos compuestos conocidos fueron aislados previamente del ofiuro 
ant6rtico Ophiosparte gigas. 
Fig. 12 - Compuestos novedosos aislados de Asfmtoma agassizii. 
Fig. 13 - Otros esteroides de Astmtoma agassizii. 
ESTEROLES MARINOS 
En este trabajo de Tesis se estudid ademas el contenido de esteroles de 
la estrella Luidia ludwigi scotti Bell (1917), del ofiuro Astmtoma agassidi (Lyman, 
1875) y del equinoideo Encope emarginata (Leske, 1778). En pepinos y 
estrellas de mar predominan 10s esteroles A', mientras que en erizos, d6lares de 
arena y ofiuros son mayoritarios 10s esteroles A ~ .  

